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1 Introducción: Cáncer de mama  
1.1 Epidemiología del cáncer  
 El cáncer es una de las enfermedades de mayor trascendencia en el mundo por 
su incidencia, prevalencia y mortalidad. En España, es la segunda causa de muerte por 
detrás de las enfermedades cardiovasculares, y es por tanto un problema grave de salud 
pública (1). Un 30% de los varones y un 25% de las mujeres serán diagnosticadas de 
cáncer a lo largo de su vida. La incidencia del cáncer aumenta gradualmente en España, 
pero también desciende su mortalidad, lo cual muestra el progreso en el manejo integral, 
el avance en los tratamientos y mejoras en diagnóstico precoz y cribado. Por otro lado, 
el continuo envejecimiento de nuestra población y el aumento de la supervivencia de los 
enfermos de cáncer conllevan un incremento significativo de la prevalencia de esta en-
fermedad (2). 
 Para la preparación de este capítulo se han examinado los datos de informes pre-
sentados por la Sociedad Española de Oncología Médica (SEOM) (3) que usaron dife-
rentes fuentes: los datos de incidencia que regularmente facilitan GLOBOCAN
1
 (5) y la 
Agencia Internacional del Cáncer (IARC) (5), uno de los órganos englobados dentro de 
la Organización Mundial de la Salud (OMS). Las estimaciones de GLOBOCAN que se 
presentan regularmente, aportaban información estratificada por sexo, y reportan la in-
cidencia y mortalidad por grupos de edad. Los datos de prevalencia proporcionados 
incluyen exclusivamente población  >15 años.  
                                                 
1
 El proyecto GLOBOCAN tiene como objetivo proporcionar estimaciones contemporáneas de la 
incidencia de la mortalidad y la prevalencia de los principales tipos de cáncer, a nivel nacional, para 184 
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 La fuente de información  sobre la población española estimada para el año 2015 
provine de datos aportados por el Instituto Nacional de Estadística (INE). Los datos de 
mortalidad y de evolución de la mortalidad provienen del registro que facilita el Centro 
de Epidemiología del Instituto Carlos III, y que obtiene de los certificados de defunción. 
La prevalencia a 5 años, también es obtenida a partir de los datos generados por GLO-
BOCAN. Finalmente, los datos de prevalencia total de cáncer en España, provienen de 
los cálculos realizados por el Instituto Nacional del Cáncer (NCI). Esta información se 
obtiene a partir del cálculo la estimación de la prevalencia total de cáncer en Estados 
Unidos. 
1.2 Cáncer en el Mundo 
 El cáncer representa una de las principales causas de muerte en el mundo; en 
2008 supuso más de 7,5 millones de defunciones (aproximadamente un 13% del total 
de muertes). Los tumores a los que más mortalidad se atribuye cada año son recurren-
temente, los cánceres de pulmón, estómago, hepatocarcinoma, colorrectal y mama. 
Hasta un tercio de las defunciones por cáncer se producen debido a factores de riesgo 
que son evitables – sociales o relacionados con la dieta –: baja actividad física, eleva-
do índice de masa corporal, escaso consumo de frutas y verduras, tabaquismo y con-
sumo de alcohol. El consumo de tabaco es el factor de riesgo más importante, y es la 
causa de casi la cuarta parte de las muertes mundiales por cáncer en general, y cerca 
del 75% de las muertes mundiales por cáncer de pulmón. Los cánceres producidos o 
asociados a infecciones víricas, incluyendo virus de las hepatitis B (VHB), C (VHC), 
virus de Epstein-Barr (VEB) o papilomavirus humanos (PVH), son responsables de 
hasta una de cada cinco muertes por cáncer en los países con bajos o medios ingresos. 
La previsión de la OMS, es que las muertes por cáncer continúen creciendo en todo el 
mundo y excedan la cifra de 13 millones en 2030 (*Fuente: OMS). 
  1 Introducción 
14 
 
1.3 Cáncer en España 
 En España, en el año 2012 se diagnosticaron cerca de 216.000 cánceres exclu-
yendo los tumores de piel no melanoma. El cáncer más frecuente fue el colorrectal, se-
guido del de próstata y pulmón. El cáncer de mama fue el cuarto con mayor incidencia 
considerando la población general (Tabla 1). 
Tabla 1. Incidencia y mortalidad del cáncer en España. Selección de tumores más frecuen-
tes (datos de Globocam, 2012) 
Tipo de Cáncer 
 
Incidencia Mortalidad 
Número Ratio/100.000hab Número Ratio/100.000hab 
 Colorrectal 32240 33.1 14700 12.3 
 Próstata 27853 65.2 5481 8.6 
 Pulmón 26715 30.3 21118 22.8 
 Mama 25215 67.3 6075 11.9 
 Hígado 5522 5.9 4536 4.3 
 Páncreas 6367 6.3 5720 5.5 
 Melanoma cutáneo 5004 6.9 967 1.0 
 Ovario 3236 7.7 1878 3.7 
 Todos los cánceres 
excluidos los cánceres 
de piel no melanoma 
215534 249.1 102762 98.1 
 
 En España, la incidencia global de cáncer estimada en el año 2015 es de más de 
222.000 casos (136.961 hombres y 85.108 mujeres); el tumor más frecuentemente diag-
nosticado será el cáncer colorrectal, seguido del cáncer de pulmón, mama e hígado. En 
varones, la incidencia global de cáncer estimada para el año 2015 es de ~137.000 casos 
(en los tumores de piel, los únicos tumores que se contabilizan son los melanomas). El 
cáncer de pulmón será el tipo de tumor más frecuentemente diagnosticado en los varo-
nes. Los diagnósticos tumorales con mayor frecuencia después del cáncer de pulmón 
serán el cáncer de próstata, colorrectal y el de vejiga. 
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 La incidencia global pronosticada de cáncer en mujeres españolas en el año 2015 
es de ~85.000 casos. En mujeres, el tumor con mayor incidencia es el de mama, colo-
rrectal y los tumores ginecológicos, incluyendo tumores de útero, cáncer de ovario, 
trompas de Falopio y cáncer de cérvix (Tabla 2). 
Tabla 2. La incidencia global estimada de cáncer en mujeres españolas en el año 2015. 
Fuente: GLOBOCAN. http://www.dep-iarc.fr. Datos que han sido extrapolados para la 
población estimada en el año 2015 en España por el INE. 
 
  
 El estudio Eurocare 4 (6) publica datos de supervivencia a 5 años en países eu-
ropeos de pacientes diagnosticados entre 1995-99 y seguidos hasta el final de 2003. La 
supervivencia en las mujeres españolas con cáncer en general, según el estudio EURO-
CARE, mostró un declive durante finales de los años 90, aunque en el periodo 2000-
2002 se obtuvo una supervivencia de un 59% (Figura 1). La supervivencia global en el 
cáncer de mama en las últimas dos décadas se ha incrementado paulatinamente hasta 
situarse cerca del 83%. 
0 5000 10000 15000 20000 25000 















Figura 1. Evolución de la supervivencia en mujeres con cáncer en España (4) 
 
Mortalidad por tipo de tumor en España 
 En España, el cáncer representa la primera causa de muerte en varones y la se-
gunda en mujeres (cuando se analiza este dato las enfermedades cardiovasculares son 
considera como un único grupo, no sólo cardiopatías isquémicas) lo que supone la cuar-
ta parte de las muertes de la población española. Sin embargo, el riesgo de mortalidad 
por cáncer ha ido paulatinamente disminuyendo desde 1990 hasta 2012. En las mujeres, 
el tumor que más muertes ocasiona es el de mama, el cáncer colorrectal y los ginecoló-
gicos (Tabla 3). 
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Prevalencia del cáncer en España 
 La prevalencia del cáncer (excluyendo tumores de piel que son contabilizados, 
salvo el melanoma) en España a 5 años es de 581.000; el tumor más prevalente 
globalmente es el tumor de mama y después próstata, colorrectal, vejiga, y 
hematológicos (Tabla 4). 
 
 Tabla 4. Prevalencia de tumores a 5 años en España (2012) 
 
Fuente: Globocan 2012. IARC  (http://www-dep.iarc.fr/). 
1.4 Cáncer de mama en España 
 En España, en el año 2012 la tasa de incidencia de cáncer de mama fue de 67 
casos de cada 100.000 habitantes. La incidencia global fue de 25215 casos (Tabla 1) y 
la mortalidad de aproximadamente 6.000 mujeres (Tabla 3). La prevalencia a 5 años 
representa aproximadamente 100.000 mujeres con cáncer de mama. Se calcula que el 
5% de las mujeres desarrollará cáncer de mama antes de los 75 años, y entre las mujeres 
españolas representa la segunda causa más frecuente de muerte.  
 Un aspecto importante que no se debe olvidar es el impacto económico, social y 
sanitario del cáncer de mama en España, dado el número cada vez mayor de casos inci-
dentes y de supervivientes. Este impacto se traduce en forma de costes asociados direc-
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tos e indirectos. Los costes directos están determinados por la asistencia intrahospitala-
ria y los costes de los fármacos que representan alrededor del 15-20 % del gasto sanita-
rio total para el cáncer. Los costes indirectos también son un aspecto substancial, ya que 
incluyen la pérdida asociada de productividad de las pacientes y en ocasiones de sus 
familias, lo que puede suponer una carga significativa para la sociedad española. 
1.5 Factores de riesgo de cáncer de mama 
 Los factores de riesgo en el cáncer de mama están bien establecidos. Sin embar-
go, en la mayoría de las mujeres diagnosticadas de cáncer de mama no es posible identi-
ficar factores de riesgo específicos (6). 
1. Sexo. El cáncer de mama en el hombre es extremadamente raro, su incidencia se 
estima en <1 por 100 000 hombres-año. Supone, aproximadamente, el 1% del 
cáncer de mama (8).  
2. Edad. El envejecimiento es el segundo factor de riesgo en importancia. La inciden-
cia de cáncer de mama aumenta con la edad, duplicándose cada 10 años hasta la 
menopausia (6).  
3. Factores hormonales naturales: menarquia, menopausia, embarazo y lactancia. 
Los estudios epidemiológicos a gran escala sugieren que a mayor tiempo de exposi-
ción a estrógenos, mayor riesgo de cáncer de mama. El retraso en la menarquia se 
comporta como un factor protector (8). El embarazo y la lactancia reducen la canti-
dad total de ciclos menstruales en la vida de una mujer, y esto parece reducir el ries-
go de cáncer de mama en el futuro (10). La ooforectomía bilateral antes de los 40 
años disminuía el riesgo de cáncer de mama hasta un 45% cuando se comparaba con 
las mujeres que tenían menopausia entre los 50 y 54 años (11).  
4. Exposición hormonal exógena: una de las acciones del estrógeno en las mujeres es 
la estimulación del crecimiento de las células mamarias. La exposición a estrógenos 
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durante períodos continuados aumenta el riesgo de cáncer de mama (12). Uso de 
anticonceptivos orales. El uso de anticonceptivos orales parece aumentar levemen-
te el riesgo de desarrollar cáncer de mama, pero solo durante un período limitado de 
tiempo. A pesar de ello, la mayoría de los estudios no han demostrado aumento del 
riesgo del cáncer de mama (12,13). Por otro lado el uso de terapias de reemplazo 
hormonal combinadas (estrógeno y progesterona; TRH) durante varios años, o el 
uso de estrógeno en monoterapia durante más de 10 años aumentan el riesgo de 
cáncer de mama (14).  
5. Antecedentes familiares. Aunque la historia familiar de cáncer de mama es un fac-
tor de riesgo establecido, sólo un 10% de los nuevos cánceres de mama diagnostica-
dos tienen una historia familiar positiva (15).  
6. Mutaciones genéticas. Se estima que la presencia de mutaciones específicas en el 
cáncer de mama representa entre un 5% y 10% de los casos (15). En las pacientes 
con historia familiar sugestiva de predisposición hereditaria se identifica un especí-
fico gen en menos del 30% de los casos (16). Las mutaciones más frecuentemente 
estudiadas son BRCA1 (BReast CAncer) y BRCA2 aunque existen muchas otras 
mutaciones como p53, PTEN, CDH1, MLH1, MLHT2 o STK11 (17). El gen 
BRCA1 fue clonado por primera vez en 1994 (18) y codifica una fosfoproteína nu-
clear que juega un papel en el mantenimiento de la estabilidad genómica, actuando 
también como un supresor de tumores (19). La proteína codificada se combina con 
otros supresores tumorales, sensores de daño celular en el ADN, y transductores de 
señal para formar un gran complejo de proteínas de múltiples subunidades conocido 
como el complejo de vigilancia del genoma BRCA1-(BASC). Las mutaciones en es-
te gen son responsables de aproximadamente el 40% de los cánceres de mama here-
dados y más del 80% de cáncer de mama hereditario y cánceres de ovario (20). El 
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80% de los tumores BRCA1 mutados son basal-like, sin embargo la mayoría de los 
tumores basal-like son esporádicos y el gen y la proteína BRCA1 son normales (21).  
7. Peso. El sobrepeso supone un riesgo elevado de cáncer de mama(22), en especial 
para mujeres postmenopáusicas (23).  
8. Consumo de alcohol. Algunos estudios han indicado que el riesgo de cáncer de 
mama aumenta en relación con la cantidad de alcohol que consume una mujer (24). 
Sin embargo, esta relación no está claramente establecida por el momento (25,26). 
9. Tabaquismo. Algunos estudios epidemiológicos sugieren un aumento leve del ries-
go de cáncer de mama en mujeres fumadoras (27).  
10. Estrés y ansiedad. No existen estudios sólidos que evidencien que el estrés y la 
aumentan el riesgo de cáncer de mama. Un metaanálisis publicado en 2013 con da-
tos de 116.000 pacientes de 12 cohortes y 5700 casos de cáncer concluyó que el 
estrés no es un factor importante en el desarrollo de cáncer de colon, pulmón, 
próstata o mama (28). 
11. Radioterapia previa en la región torácica. El mayor riesgo se da cuando la radia-
ción se aplica durante la etapa de desarrollo de las mamas (29). 
12. Densidad mamaria. La densidad mamaria se ha descrito como factor de riesgo en 
todos los subgrupos, pero particularmente en tumores de gran tamaño y con afecta-
ción axilar; sin embargo, esta asociación puede estar afectada por la dificultad para 
detectar estos tumores en fases precoces mediante técnicas de imagen de cribado. 
Este factor es de especial interés en pacientes jóvenes (30). 
1.6 Prevención del cáncer de mama  
 La prevención es uno de los más indispensables aspectos en la lucha contra el 
cáncer de mama. Para mujeres con alto riesgo de cáncer de mama (riesgo de cáncer de 
mama mayor del 50% a lo largo de la vida) hay diferentes posibilidades: la mastectomía 
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profiláctica reduce al riesgo de desarrollar y morir de cáncer de mama en un 90% en 
mujeres portadoras de mutación BRCA1/2 (31). Es una opción efectiva pero no se debe 
olvidar que es una opción dramática e irreversible. Hay otras posibilidades como el 
screening anual con resonancia magnética (RM) y mamografía, aunque la mastectomía 
profiláctica es coste-efectiva comparado con vigilancia activa hasta los 70 años (32). 
Actualmente, la RM de mama demuestra una alta sensibilidad de entorno al 93-100% 
(33). La Sociedad Americana del Cáncer (ACS) recomienda la revisión con RM de 
mama como un complemento a la mamografía para las pacientes portadores de muta-
ciones BRCA y sus familiares de primer grado, las mujeres con un riesgo de cáncer de 
mama durante la vida superior al 25%, las mujeres con antecedentes de radioterapia en 
el pecho en edades entre 10 y 30 años y en mujeres con predisposición debido síndro-
mes genéticos (33).  
La quimioprevención utiliza fármacos para disminuir el desarrollo de cáncer in-
vasivo de mama. El tamoxifeno reduce un 33% el riesgo relativo de cáncer de mama en 
mujeres de alto riesgo y el raloxifeno reduce el riesgo de cáncer de mama RE+ en un 
50% aproximadamente, también en las mujeres de alto riesgo (34). La quimiopreven-
ción debería ser considerada en personas de alto riesgo, sin embargo deben mejorar los 
análisis coste-beneficio para proporcionar recomendaciones específicas (35). Los estu-
dios actuales se basan en inhibidores de la aromatasa (IA) para prevenir el cáncer en 
mujeres posmenopáusicas. El exemestano reduce significativamente la incidencia rela-
tiva de cáncer de mama invasivo (del 55% al 19%) en mujeres posmenopáusicas con 
riesgo moderadamente mayor de cáncer de mama (con alguno de los siguientes crite-
rios: mayor o igual a 60 años; riesgo superior al 1,66% en “Gail Score2” a 5 años, hiper-
                                                 
2
Gail Score o Puntuación Gail es un modelo diseñado por investigadores del National Cancer In-
situte y el NSABP (Proyecto nacional adyuvante a la cirugía de mama e intestino). El modelo calcula el 
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plasia ductal o lobulillar atípica; carcinoma lobular in situ, o carcinoma ductal in situ 
con mastectomía) (36). 
1.7 Situación actual del tratamiento del cáncer de mama precoz 
1.7.1 Cribado 
La progresiva implantación de la mamografía en los años 80 y 90 ha permitido 
detectar tumores de mama de forma precoz y disminuir la mortalidad (37–39). Actual-
mente nadie duda del beneficio de la mamografía anual entre los 50 y los 69 años. Entre 
las pacientes entre los 40 y 49 años es más controvertido. Sin embargo, los últimos es-
tudios muestran eficacia similar en estos grupos de edad (40). La mamografía en esta 
población está recomendado por la ACS, las guías clínicas del cáncer de mama y Natio-
nal Comprehensive Cancer Network (NCCN)
3
 (41,42). Si las mujeres eligen someterse 
a la mamografía, deben realizarse un cribado bienal con la mamografía digital (43). 
Además, debe orientarse el cribado hacia las mujeres de 40-49 años con factores de 
riesgo que incrementan sustancialmente el riesgo de cáncer de mama, tales como alta 
densidad de la mama, antecedentes familiares de cáncer de mama, e historia de biopsia 
de mama benigna, lo que podría maximizar los beneficios y minimizar los daños de la 
cribado de este grupo de edad. No hay datos que apoyen el cribado en mayores de 70 
años, pero requiere individualizar en función de la comorbilidad y esperanza de vida de 
cada paciente ya que existen pocos datos en esta población (44). Las preferencias de las 
                                                                                                                                               
riesgo de una mujer de desarrollar cáncer por una mujer en los siguientes 5 años y en una vida (hasta los 
90 años). Considera 7 factores: edad, fecha de menarquía, edad de primer parto, historia familiar de 
cáncer de mama, número de biopsias de mama en el pasado, número de biospias previas con hiperplasia 
atípica y raza. Mujeres con un riesgo a 5 años mayor de 1.67% son consideradas de alto riesgo. Este es el 
corte de las guías de la FDA para indicar tamoxifeno o raloxifeno para reducir el riesgo de cáncer de 
mama.  
3
 Red nacional (Estados Unidos) integral del cáncer.  
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mujeres y daños potenciales del cribado por un pequeño aumento de la esperanza de 
vida deben jugar un papel importante en la decisión acerca de emitir recomendaciones 
claras al respecto (45). 
 La RM tiene mayor sensibilidad que la mamografía, pero con menor especifici-
dad para detectar microcalcificaciones. La adicción de RM al screening de población de 
alto riesgo ha demostrado un beneficio significativo (46). La RM ha demostrado ser 
más efectiva en el screening secundario de la mama contralateral comparado con la 
mamografía normal en el momento del diagnóstico inicial (47). Además, el diagnostico 
precoz permite un procedimiento quirúrgico mejor al detectar lesiones menores sospe-
chosas de malignidad. Hay que puntualizar que el 20% de los cánceres de mama no son 
visibles mediante mamografía. 
1.7.2 Estadificación (Anexo 1) 
 La elección del tratamiento depende del estadio y la extensión de la enfermedad. 
Aunque las decisiones al inicio del manejo del cáncer de mama, como el tratamiento 
neoadyuvante o la cirugía conservadora dependen del estadio clínico, la comorbilidad y 
la condición general de las pacientes, son los hallazgos quirúrgicos los que finalmente 
determinan el estadio patológico y la necesidad y tipo de tratamiento adyuvante. El 
examen físico es necesario pero necesita ser complementado con técnicas de imagen: 
aproximadamente un tercio de las mujeres con examen negativo tienen metástasis en el 
estudio de extensión y un tercio de las mujeres con axila con ganglios palpables son 
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1.7.3 Factores pronósticos  
1.7.3.1 Factores Histológicos Pronósticos  
 El pronóstico y la evolución clínica del cáncer de mama presentan una gran va-
riabilidad de unas pacientes a otras. Desde hace años se conocen factores pronósticos 
“clásicos” que determinan la evolución y pronóstico de la enfermedad. Los factores más 
determinantes en la elección del tratamiento son la edad, afectación axilar, el tamaño 
tumoral, la expresión de receptores hormonales, la expresión de HER2, el estado gan-
glionar y el tamaño tumoral. 
 Tamaño del tumor primario 
 Numerosos estudios han demostrado que el tamaño de un carcinoma invasivo es 
uno de los factores pronósticos más importantes (48). Es un factor pronóstico indepen-
diente de la afectación axilar y es el principal factor pronóstico en las pacientes con 
afectación axilar negativa. El cribado sistémico ofrece la posibilidad de reducir el tama-
ño de los tumores al diagnóstico y reducir la muerte por carcinoma de mama en todas 
las edades (49,50). La rigurosidad en la medida del tamaño es esencial para el manejo 
posterior. Los primeros estudios no fueron homogéneos pero actualmente se define co-
mo tamaño tumoral únicamente el componente invasivo (51). 
 Estado ganglionar 
 Desde 1960, se ha aceptado que cuánto más grande es el tamaño del cáncer de 
mama invasivo, mayor es la probabilidad de que los ganglios linfáticos axilares sean 
positivos y las tasas de recurrencia y de mortalidad sean mayores. Los datos que dieron 
origen a esa conclusión se obtuvieron cuando el 80-85% de los cánceres de mama se 
detectaban por examen físico y eran mayores de 2 cm (52). 
 La extensión del cáncer de mama a los ganglios axilares predice el riesgo de 
extensión a distancia y de recurrencia local. Es el factor pronóstico individual más im-
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portante en el cáncer de mama localizado, y actualmente implica que la práctica totali-
dad de las mujeres con afectación axilar después de un tratamiento local deben recibir 
un tratamiento adyuvante sistémico. La evidencia del beneficio de la quimioterapia ad-
yuvante sistémica en pacientes con cáncer de mama con ganglios linfáticos axilares po-
sitivos se demostró en la década de los 70 (53,54). La disección axilar se considera des-
de hace muchos años como un procedimiento excelente para protocolizar el cáncer de 
mama, y como control quirúrgico de la enfermedad regional (55,56). Además, la reali-
zación de biopsia del ganglio centinela (primer o más cercano ganglio donde drena el 
tumor) es el estándar para la estratificación en pacientes con cáncer de mama clínica-
mente negativo evitando la disección axilar completa (40). La información que aporta la 
afectación axilar es importante para definir el pronóstico e individualizar el tratamiento 
de las pacientes con cáncer de mama.  
 Histología  
 El subtipo histológico determina en gran medida el pronóstico del cáncer de 
mama. Hay varios tipos de histología en el cáncer de mama. 
Carcinoma in situ.  
 Las células tumorales se encuentran dentro del ducto o el lobulillo sin invadir la 
membrana basal. El término carcinoma ductal in situ (CDIS) representa un grupo hete-
rogéneo de lesiones que difieren en su presentación clínica, aspecto histológico, y el 
potencial biológico (57). El CDIS se caracteriza por la proliferación de las células epite-
liales malignas dentro del sistema ductal mamario, sin evidencia de invasión en el es-
troma circundante al examen microscópico.  
Carcinoma Invasivos 
 El carcinoma invasivo de mama representa un grupo heterogéneo de lesiones 
que difieren en la presentación clínica, radiológicas, características patológicas y el po-
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tencial biológico. La clasificación más ampliamente utilizada es la de la World Health 
Organization (WHO) (58). 
Ductal (57): El cáncer ductal infiltrante o invasor es el tipo histológico más frecuente de 
cáncer de mama que se presenta y abarca entre 70 y 80% de todos los casos.  
Lobulillar (59): Es la segunda histología más frecuente. Representa aproximadamente el 
10% de los tumores infiltrantes.  
Otras histologías menos frecuentes se presentan resumidas en la Tabla 5 (60).   
Tabla 5. Histologías seleccionadas de cáncer de mama menos frecuentes 
Tipo Características  Frecuencia  Pronóstico 
Mucinoso Pacientes mayores 
Crecimiento de célu-
las tumores en una 
sustancia mucinosa 
1-2% Favorable 
Tubular Células formando 
estructuras glandula-
res o tubulares 
2% Favorable 
Medular Asociados a infiltra-
ción linfocitaria 
Asociados a mutación 
BRCA1 
1-10% Favorable 
Tubulolobular Combinación de tu-
mor lobulillar infil-
trante y tubular 
--  
 
 Grado Histológico 
 La importancia de la gradación de tumores como factor pronóstico ha sido cla-
ramente demostrada en numerosos ensayos clínicos. Los estudios han repetido los mis-
mos datos: los tumores de mama con peor pronóstico son los tumores de más alto grado, 
es decir los pobremente diferenciados (18). El grado histológico es un factor pronóstico 
incluso para aquellos tumores <1 centímetro (cm). El sistema de gradación más 
comúnmente empleado es el de Elston and Ellis que contabiliza las mitosis por campo, 
el porcentaje de formación tubular y el grado de pleomorfismo nuclear (61). Algunos 
estudios han sugerido que el grado puede aportar información sobre la respuesta a qui-
mioterapia e incluso ser un factor predictivo de respuesta. Los tumores de mayor grado 
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suelen tener menor tiempo libre de recaída pero suelen responder mejor a la quimiotera-
pia. 
 Invasión Linfática 
 La invasión linfática ha sido validada en diferentes estudios como factor pronós-
tico independiente. Su valor clínico más importante se da en los tumores con afectación 
axilar negativa porque podría indicar aquéllos con con peor pronóstico (62). 
 Otros Factores (63,64) 
 La invasión de vasos sanguíneos, la necrosis tumoral, el infiltrado mononuclear 
inflamatorio, la extensión del carcinoma ductal in situ asociado o la invasión perineural 
aunque se asocian a peor pronóstico en diferentes estudios, no son claramente factores 
pronósticos independientes. 
1.7.3.2 Factores moleculares pronósticos 
 Un factor pronóstico es cualquier parámetro medible disponible en el momento 
de la cirugía que se correlaciona con el tiempo libre de enfermedad o con la superviven-
cia global después del tratamiento local. Por lo tanto, es indicativo de la biología in-
herente a cada tumor. En contraste un factor predictivo de respuesta es aquel que indica 
el comportamiento que tendrá un tumor ante un determinado tratamiento. Es importante 
remarcar que ser un factor pronóstico no excluye ser predictivo como ocurre con el re-
ceptor de estrógenos (RE), progesterona (RP) y HER2 entre otros factores.  
 Receptores Hormonales (65) 
 El RE y el RP pertenecen a una familia de receptores hormonales nucleares que 
actúan como factores de transcripción cuando se unen a sus respectivos ligandos, y pue-
den ser utilizados como factores pronósticos y predictivos.  
 Inicialmente se demostró que tanto RE como RP eran factores predictivos de 
respuesta al tratamiento hormonal en la enfermedad avanzada (66). El meta-análisis de 
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Oxford (2000-2005) que incluye datos de más de 48,000 pacientes en 56 ensayos clíni-
cos con tamoxifeno y con un seguimiento de 15-20 años, establece con rigurosidad que 
el RE es un factor predictivo del beneficio a 5 años del tratamiento en adyuvancia con 
tamoxifeno (67). 
 Los receptores hormonales, además de ser factores predictivos de respuesta al 
tamoxifeno, predicen una respuesta positiva al tratamiento con IA en mujeres postme-
nopáusicas (68,69). Los receptores hormonales son, además, un factor predictivo de no 
respuesta a quimioterapia. Los estudios de neoadyuvancia han confirmado que la pre-
sencia de RE o RP representa un factor predictivo de una menor respuesta patológica al 
tratamiento con quimioterapia (70), aunque no queda establecido que la respuesta pa-
tológica completa (pCR) en tumores de proliferación lenta tenga implicación pronóstica. 
Los datos sugieren que la medida cuantitativa del RE y RP benefician el manejo poste-
rior las pacientes. 
En la práctica clínica, el RE es más valorable como factor predictivo pero tam-
bién puede utilizarse como factor pronóstico. Las tasas de recurrencia en las mujeres 
con tumores RE+ que no reciben tratamiento sistémico después de la cirugía son muy 
bajas en comparación con los tumores RE- (71). Desde el trabajo de Barbara Mason et 
al. en 1983, en el que se determinó la expresión de RP y RE de todos los cánceres de 
mama incidentes entre 1976 y 1980 de la ciudad de Auckland (1.136), se acepta la im-
portancia clínica de la positividad de la expresión de RE y RP; en este estudio se cons-
tató que cuando ambos receptores eran positivos, existía una supervivencia significati-
vamente mayor que cuando eran negativos. Dicho efecto se demostró en ausencia de los 
tratamientos hormonales existentes hoy en día para bloquear la actividad replicativa 
inducida por esteroides femeninos (72). 
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 Sobreexpresión de HER2 
El gen ERBB2 (HER2) codifica para una fosfoproteína p185ERBB2 (73). La 
proteína ERBB2 es un receptor tirosina quinasa miembro de la familia EGFR (Epider-
mal Growth Factor Receptor). El gen está localizado en el Cromosoma 17q 21. El gen 
está amplificado o sobreexpresado en 20-30 % de los carcinomas de mama (73) y en un 
80% de los DCIS. La amplificación o sobreexpresión de ERBB2 es un marcador de mal 
pronóstico en ausencia de tratamiento adyuvante y un importante predictor de respuesta 
a tratamientos como terapia anti-HER2 y antraciclinas. La alteración de ERBB2 ha sido 
asociada con un aumento de la tasa de metástasis, menor supervivencia libre de recaída 
y menor supervivencia global. Desde hace más de 25 años se sabe que es un factor 
pronóstico independiente del estatus nodal, del tamaño tumoral, del grado y del estatus 
del receptor hormonal (74). 
 Ki67 
Ki67 es una proteína necesaria para la proliferación celular (75). En el cáncer 
está particularmente asociada con pronóstico en linfomas, mama, tumores neuro-
endocrinos y en los tumores cerebrales (76). Es comúnmente usado como un comple-
mento a los sistemas de clasificación que incluyen el recuento mitótico como una señal 
de proliferación (77). Ki67 ha sido extensamente estudiada como biomarcador en cáncer 
de mama, aunque no está actualmente aceptado como un estándar (78). Ki67 es un exce-
lente biomarcador candidato para seleccionar tumores luminal B por técnicas de imnu-
nohistoquímica (79,80).  
Diferentes estudios han demostrado que se puede realizar una precisa subtipifi-
cación biológica mediante el uso de un panel inmunohistoquímico de cuatro biomarca-
dores: RE, RP, HER2, y Ki67 (81,82). Aunque el punto de corte de Ki67 es contradicto-
rio, 14% es quizá el valor más utilizado como referencia entre los subtipos luminal A y 
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luminal B (78,79,82). El Consenso Internacional “St. Gallen” de expertos sobre el tra-
tamiento primario de cáncer de mama precoz, en 2013 definió el valor >20% como in-
dicativo de alto Ki67 (81).  
1.8 Clasificación molecular del cáncer de mama 
1.8.1 Perfiles de expresión genética y clasificación pronóstica 
 El cáncer de mama es una enfermedad heterogénea con fenotipos diferentes y 
bien caracterizados. Se ha avanzado mucho desde la identificación empírica de la de-
pendencia hormonal hace más de 100 años (83), hasta la identificación de los perfiles 
génicos. En nuestros días, sabemos que el cáncer de mama se compone de muchos sub-
tipos biológicos con comportamientos y respuesta a tratamientos muy dispares (84,85). 
A pesar de ello, la hormonoterapia sigue siendo el hito más importante en la historia del 
tratamiento del carcinoma de mama. La incorporación de la información molecular ba-
sada en la expresión génica del tumor junto a la información procedente de factores 
convencionales como el grado y subtipo histológico, inmunohistoquímica y la sobreex-
presión de HER2, definen subtipos intrínsecos que predicen la evolución clínica y la 
respuesta a los diferentes tratamientos. La heterogeneidad celular y molecular del cáncer 
de mama y el elevado número de genes controlando el crecimiento, la muerte y la dife-
renciación celular entre otros procesos, sirve para enfatizar la importancia de estudiar 
las múltiples alteraciones moleculares que definirán la evolución de cada tipo de cáncer 
de mama.  
A finales de los años 80, se desarrolló una revolucionaria tecnología para la 
cuantificación del ácido desoxirribonucleico (ADN) en muestras procedentes de tumo-
res. Esta tecnología desembocó en la primera plataforma de microarrays de ADN (74). 





 de expresión han supuesto un gran hito en el conocimiento molecular en el 
cáncer: miden el nivel de expresión de un grupo de genes de forma semicuantitativa 
determinando el nivel de ácido ribonucleico (ARNm) mensajero que se compara con 
genes de referencia. Una vez identificado el perfil, más o menos limitado a un número 
concreto de genes, puede ser utilizado para categorizar un tumor. En los últimos años 
los patrones de expresión de genes mediante análisis de microarrays han proporcionado 
un camino para mejorar el diagnóstico y estratificación de muchos tumores (87). El de-
sarrollo de las secuenciación masiva (de todo el material genético, incluyendo exoma y 
transcriptoma) probablemente termine por definir las alteraciones genéticas del cáncer 
de mama.  
1.8.2 Subtipos de Cáncer de Mama 
 Los estudios de expresión génica han identificado diferentes subtipos de cáncer 
de mama (88). Estos incluyen 2 subtipos de cáncer de mama con RE positivo: luminal 
A y luminal B; y 2 subtipos de cáncer de mama con RE negativo (basal-like y fenotipo 
HER2). Estos subtipos difieren marcadamente en pronóstico y tratamiento. La lista de 
genes que diferencian estos subtipos se llama lista intrínseca y se realizó con el análisis 
de muchos grupos de genes que relacionan la expresión de RE (clúster luminal), expre-
sión HER2, proliferación, y un único clúster de genes llamados “clúster basal”. El 
patrón de expresión de genes y el clúster están disponibles de forma pública (88). 
 Los subtipos intrínsecos se dividen en 2 grupos que se corresponden con la ex-
presión de los genes relacionados con el receptor hormonal (88). Se denominan fenoti-
pos luminales porque se caracterizan por la expresión de genes que también se expresan 
                                                 
4
 Matriz sobre un sustrato sólido que permite analizar de forma simultanea miles de ensayos que 
buscan conocer la estructura y el funcionamiento genetico. No existe un estandar en microarrays de ADN.  
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en el epitelio luminal normal de la mama, y se superponen con la expresión de genes en 
tumores de mama RE+. Hay otros subtipos caracterizados por la baja expresión de RE 
(RE negativo), uno de ellos es el fenotipo HER2/RE-, y otro “basal like” llamado así 
porque expresan muchos genes de las células epiteliales basales de la mama normal. 
 Los diferentes subtipos fueron identificados usando el análisis de subgrupos de 
datos de expresión génica en tejido congelado. Esto dificultó inicialmente la adaptación 
y reproducibilidad de los subtipos en la práctica clínica habitual porque la mayor parte 
del tejido tumoral está fijado en parafina
5
. 
 Subtipos luminales. Típicamente expresan citoqueratinas 8 y 18. Estos son los 
subtipos más frecuentes y se caracterizan por la expresión de RE, RP y otros genes aso-
ciados con la activación de RE. En términos generales, se divide en subtipo Luminal A 
y B. 
 El subtipo Luminal A, representa aproximadamente el 40% de los tumores. 
Normalmente son tumores con alta expresión de los genes relacionados con RE, baja 
expresión de los genes relacionados con HER2, y baja expresión de genes relacionados 
con la proliferación (89,90). Representa el subtipo de mejor pronóstico. 
 El subtipo Luminal B, representa el 20% de los tumores, con menor expresión de 
genes relacionados con RE, variable expresión de los genes HER2, y alta expresión de 
los genes de proliferación. Implica peor pronóstico que el subtipo Luminal A (91), con 
un mayor riesgo de recurrencia local y a distancia. 
                                                 
5
 La fijación en parafina habitualmente se realiza con formol al 4-10%, posteriormente se des-
hidrata con alcoholes y finalmente se una parafina líquida caliente (56º). El objetivo último de la fijación 
es evitar la autolisis.  
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 El subtipo HER2, representa el 10-15% de los tumores de mama y se caracteriza 
por la alta expresión de HER2 y genes de proliferación, y baja expresión de genes rela-
cionados con el RE. Por esta razón, estos tumores son típicamente negativos para RE, 
RP y positivos para HER2. El gen HER2, se encuentra en el brazo corto del cromosoma 
17. Se descubrió y se clonó en 1983; además se demostró que es un miembro de la fa-
milia EGFR (92). La amplificación (un exceso en el número de copias de genes) o la 
sobreexpresión (exceso de producción de proteínas) de HER2 confiere a las células ras-
gos de un comportamiento más agresivo, incluyendo el aumento del crecimiento y de la 
proliferación celular, el aumento de la capacidad invasiva y metastásica, y la estimula-
ción de la angiogénesis. Este subtipo, sólo implica la mitad de los cánceres de mama 
con expresión y/o amplificación de HER2+ (la otra mitad corresponde a subtipo luminal 
B con RE+ y fenotipo HER2). La presencia de HER2 implica un peor pronóstico (93) 
pero gracias al desarrollo de terapias anti-HER2, actualmente, tiene más importancia 
como factor predictivo de respuesta. De hecho, en 2001 se publicó el primer estudio 
demostrando que trastuzumab
6
 aumentaba la supervivencia en combinación con quimio-
terapia en pacientes que tenían sobreexpresión de HER2 en cáncer de mama metastásico 
(94). Posteriormente, se confirmó también su beneficio en adyuvancia con reducción de 
las tasas de recurrencia y muerte (95,96). Existen varios estudios que han valorado el 
papel del tratamiento adyuvante con trastuzumab en cáncer de mama precoz HER2+: el 
estudio HERA (NCT000450329) (97), los estudios NCCTG N9831 (NCT00005970) y 
NSAPB B31 (NCT00004067) (98), y el estudio BCIRG 006 (NCT00021255) (99); to-
dos ellos han demostrado una reducción del riesgo de recidiva y muerte por cáncer de 
mama de alrededor del 40%. 
                                                 
6
 Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado IgG1 contra el receptor 2 del 
factor de crecimiento epidérmico humano (HER2). 
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 El subtipo basal-like, se denomina así por la semejanza con la expresión de las 
células epiteliales basales. Representa el 15% de los tumores de mama (100). Se carac-
teriza por la escasa expresión de genes luminales y genes relacionados con HER2. Son 
típicamente triple negativos (ausencia de expresión del RE, RP y HER2) aunque pueden 
expresar RE y sobreexpresar HER2 (101). El subtipo basal-like se relaciona con la mu-
tación en el gen BRCA1. El subtipo basal-like también se relaciona con la edad y la 
raza: estudios poblacionales sugieren una mayor incidencia en mujeres premenopáusi-
cas y afroamericanas (102,103). Este subtipo, implica un peor pronóstico aunque pre-
senta una mayor sensibilidad a la quimioterapia (104). La ausencia de terapia biológica 
dirigida, representa un serio obstáculo en el tratamiento de este subtipo de tumores. Sólo 
el 77% de los cánceres de mama basal-like son triple negativo, y un 71-91% de los tu-
mores de fenotipo triple negativo son tipo basal-like (105). Se debe enfatizar en el 
hecho de que aunque los cánceres de mama triple negativo y basal-like se superponen 
parcialmente, representan diferentes clasificaciones. Utilizando perfiles de expresión 
génica y mediante herramientas bioinformáticas se han descrito al menos 5 diferentes 
subtipos biológicamente distintos (106,107) el grupo triple negativo de cáncer de mama 
no es una entidad homogénea, y sin embargo, una fracción sustancial de estos tumores 
pertenece al tipo de tumor de tipo basal-like, lo cual sí forma un grupo homogéneo.  
 En estudios recientes se ha descrito un nuevo subtipo “claudin-low” que se ca-
racteriza por la expresión de genes de transición epitelio-mesénquima, ausencia de ge-
nes luminales, genes de respuesta inmune y presencia de características reminiscentes 
de células pluripotenciales (108). Presentan elevada expresión de genes de proliferación, 
suelen ser de alto grado y suelen evidenciar inestabilidad genómica incluso en la enfer-
medad precoz. Además, este subtipo presenta alta expresión de EGFR, y del conjunto 
de genes del subtipo basal que incluye citoqueratinas (CK) 5,14 y 17. Clínicamente, la 
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mayoría son RE-, RP- y HER2- . Con alta frecuencia son carcinomas ductales invasivos 
con diferenciación metaplásica y medular. También tienen una tasa de respuesta a la 
quimioterapia intermedia entre la del tipo basal y los tumores luminales (109). 
1.8.3 Perfiles de expresión molecular 
 En los microarrays de expresión, el nivel de hibridación entre la sonda específica 
y la molécula diana se indica habitualmente mediante fluorescencia y se mide por análi-
sis de imagen, posibilitando la cuantificación de los genes en la muestra. Desde su crea-
ción, la tecnología de microarrays ha proporcionado una poderosa herramienta para la 
comunidad científica debido a su capacidad para medir simultáneamente la expresión de 
decenas de miles de genes. En particular, la investigación y el desarrollo terapéutico del 
cáncer de mama ha sido testigo de grandes beneficios gracias a esta tecnología. Existen 
muchos estudios que describen los patrones de expresión de múltiples genes asociados a 
las subclases de diagnóstico y pronóstico (84,110,111). Estos estudios, también han 
establecido la capacidad de predecir la respuesta a tratamientos basado en los patrones 
de expresión génica del tumor (112). 
 En el año 2000, Perou et al. (84) comunica por primera vez cómo la diversidad 
fenotípica de los tumores de cáncer de mama se corresponde con la diversidad en los 
patrones de expresión genética. Esto fue demostrado mediante estudios de microarrays 
de ácido desoxirribonucleico complementario (ADNc). Este estudio, y otros posteriores 
ayudaron a perfeccionar la descripción de la taxonomía molecular en el cáncer de mama 
(Figura 2).  
 
 




Figura 2. Perfiles Moleculares (111). Los datos se presentan en un formato de matriz. Cada 
fila representa un gen y las columnas son cada una de las muestras analizadas. En cada muestra 
se representa la expresión de cada gen en función de la mediana de las muestras, de forma que si 
la expresión está por encima de la mediana se muestra en rojo, igual en negro y por debajo en 
verde. Existen algunos cuadrados grises que representan que los datos estaban incompletos o 
ausentes. 
 
Aún es necesario asegurar una adecuada adaptación clínica de estos patrones 
génicos. Es imprescindible determinar los factores que pueden influir en la precisión y 
la exactitud de los microarrays realizados en los diferentes estudios. Entre estos factores 
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destaca la variabilidad de las mediciones de la expresión de genes, que se puede ser de-
bida a la técnica (intrínseca a la plataforma), o preanalítica (intrínseca a la muestra). Por 
ejemplo, el Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus plataforma de 2,0 array 
(Affymetrix, Santa Clara, CA), tiene un alto grado de reproducibilidad y la variación 
técnica es baja según lo analizado por diferentes grupos (113,114). Controlar la varia-
ción intrínseca es más difícil, sobre todo teniendo en cuenta que el los tejidos tumorales 
sólidos predomina la heterogeneidad intratumoral, lo que puede resultar fácilmente en 
un sesgo de muestreo. El efecto de la heterogeneidad del tumor en los ensayos basados 
en microarrays se ha evaluado en algunos tipos de cáncer (115). Sin embargo, existen 
estudios que certifican que la heterogeneidad entre tumores es mayor que la intratumo-
ral y que ésta suele presentar un nivel de expresión baja que puede ser filtrada para evi-
tar el sesgo. 
El 80% de los tumores de mama se diagnostican en estadios precoces y curables, 
sin embargo todos tienen cierto riesgo de recurrencia (116). El rol del tratamiento adyu-
vante es reducir, mediante tratamiento sistémico (hormonal, quimioterápico o biológico) 
o local (radioterapia), ese riesgo. El desarrollo de estos perfiles moleculares ha sido es-
pecialmente útil en la decisión del tratamiento adyuvante. Los factores clínicos tradicio-
nales como el programa “Adjuvant!Online” (117) se basan en factores clínicos como la 
edad, el tamaño tumoral, el grado o el estatus ganglionar. El programa Adjuvant!online 
http://www.adjuvantonline.com/ es una aplicación que ayuda a calcular los riesgos y 
beneficio del tratamiento adyuvante (la quimioterapia, terapia hormonal o ambos) des-
pués de la cirugía (Figura 3). 
 El objetivo de estas herramientas es ayudar a los profesionales de la salud a es-
timar el riesgo de cada paciente: la mortalidad relacionada con el cáncer o recaída sin 
terapia adyuvante sistémica, las estimaciones de la reducción de los riesgos asociados a 
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la terapia, y los riesgos de los efectos secundarios de la terapia. Estas estimaciones se 
basan en la información introducida sobre los pacientes individuales y sus tumores. La 
propia aplicación subraya que es un complemente que no debe sustituir al juicio clínico.  
 
Figura 3. Representación del programa Adjuvant!online. Se observan las variables que 
incluye el programa para el cálculo del riesgo 
 
Los perfiles de expresión génica han permitido el desarrollo de firmas moleculares. 
1.8.3.1 Perfil Génico Amsterdam- 70 (Mammaprint®, Agendia)  
 Es uno de los primeros perfiles génicos, que basándose en la expresión de arrays, 
clasifica los tumores según el riesgo de recurrencia. El resultado del test es binario, bajo 
o alto riesgo. El desarrollo se realizó en el Netherlands Cancer Institute, Ámsterdam, 
donde los investigadores realizaron un análisis supervisado de expresión génica, direc-
tamente del tejido congelado de tumores de mama (110). De las 98 muestras de tumo-
res, la mayoría tenían ganglios positivos y las pacientes era menores de 55 años. Treinta 
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y cuatro pacientes (44%) tuvieron metástasis a distancia en menos de 5 años, 44 pacien-
tes no recayeron, y 20 muestras pertenecían a mujeres con cáncer de mama hereditario. 
El análisis supervisado permitió seleccionar 70 genes con una potencia para detectar 
recaída a distancia del 83%. Este test genético fue el primero en ser aprobado por la 
FDA
7
 en 2007 como predictor pronóstico en cáncer de mama precoz. La utilidad clínica 
se clarificará con el ensayo MINDACT (Microarray in Node-Negative Disease May 
Avoid Chemotherapy) NCT00433589, donde las pacientes con predicciones clínicas y 
genómicas discordantes son aleatorizadas a recibir o no quimioterapia (EORTC Trial 
10041 (BIG 3-04) – MINDACT). Aunque está pendiente esta validación prospectiva, 
este perfil parece predecir el beneficio a regímenes convencionales de quimioterapia 
(118). 
1.8.3.2 Oncotype Dx ® (Genomic Health) o Recurrent Score (RS)  
 Permite predecir la probabilidad de recidiva en pacientes diagnosticadas de 
cáncer de mama en estadios tempranos de la enfermedad con tumores luminales (110). 
El resultado final es una fórmula matemática que incluye 16 genes (más cinco de refe-
rencia) que pondera el riesgo y predice la recaída a distancia a pesar del tratamiento con 
tamoxifeno. El RS fue validado en una base de datos independiente con 668 muestras 
(de un total de 2617) recogidas del brazo tratado con tamoxifeno del estudio NSABP-14 
(NCT00256243) (119), un ensayo clínico prospectivo que estudiaba el beneficio de tra-
tamiento adyuvante en tumores de mama con receptores hormonales positivos y gan-
glios negativos. OncotypeDx está siendo validado de forma prospectiva en un ensayo 
clínico (TailorX, NCT00310180). Es un estudio en pacientes con tumores de mama 
                                                 
7
 La FDA (Food and Drug Administration) es el organismo que controla los alimentos y los me-
dicamentos en Estados Unidos.  
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RE+ y ganglios negativos, que son aleatorizadas mediante el uso Oncotype DX, y cuyo 
objetivo es averiguar si la terapia hormonal en monoterapia o combinada con la quimio-
terapia es mejor para las mujeres que tienen una puntuación de recurrencia en Oncotype 
DX entre 11-25 (puntuación intermedia). La Sociedad Americana de Oncología Clínica 
(ASCO) recomienda su uso para pacientes con tumores menores de 5 centímetros, RE+ 
y sin afectación ganglionar desde el año 2007 (81).  
1.8.3.3 Firma de 76 genes de Rotterdam  
 La firma génica Rotterdam/Veridex fue desarrollada a partir de un test en 115 
tumores de mama, sin afectación axilar, que no habían recibido tratamiento adyuvante y 
fueron seguidas durante al menos 8 años (120). Se realizó un test pronóstico en función 
del RE. El test de validó en una muestra de 171 tumores demostrando una sensibilidad 
del 93% y una especificad del 48%. En análisis mutivariante demostró ser una variable 
independiente ajustada para el riesgo clínico definido por el Adjuvant!online para la 
supervivencia libre de progresión y la supervivencia global. Especialmente, identificó 
los pacientes de alto riesgo para desarrollar metástasis de forma precoz.  
1.8.3.4 PAM 50 
 En este estudio se analizaron cohortes de pacientes con muestras frescas conge-
ladas y fijadas parafina (FFPE) recogidos en la Universidad de British Columbia (Van-
couver, British Columbia, Canadá), la Universidad de Carolina del Norte (Chapel Hill, 
Carolina del Norte), Thomas Universidad Jefferson (Filadelfia, PA), la Universidad de 
Washington (St. Louis, MO), y la Universidad de Utah (Salt Lake City, UT). El subtipo 
intrínseco y la predicción de riesgo basado en el PAM50 (107) añaden un valor pronós-
tico significativo y valor predictivo para la estadificación patológica, el grado histológi-
co, y el ensayo estándar clínico de marcadores moleculares. En 2014, se demostró que 
el PAM 50 ROR score era un sistema efectivo para clasificar el riesgo de recurrencia 
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tardía a las pacientes postmenopáusicas después de tratamiento hormonal (121).  
1.8.3.5 Otras firmas genómicas 
 Existen otras firmas genómicas de menor validación clínica por el momento co-
mo Breast Cancer IndexSM (HOXB13:IL17BR) (122) o MapQuant Dx (123).  
 Con esta evidencia, se sabe por tanto que los perfiles moleculares pronósticos 
son un complemento en la práctica diaria pero no pueden reemplazar los factores 
pronósticos clásicos. El beneficio de estos perfiles es particularmente evidente identifi-
cando buen o pobre pronóstico entre los tumores RE+. El valor clínico de estas plata-
formas entre los tumores RE- es menos claro. 
1.9 Tratamiento del cáncer de mama localizado 
1.9.1 Tratamiento quirúrgico 
La mastectomía radical de Haslted, realizada por primera vez en 1882, ha sido 
sustituida por una cirugía más conservadora, extirpando la glándula mamaria con el 
complejo pezón-areola y la piel. Después de numerosos ensayos clínicos prospectivos la 
cirugía conservadora más radioterapia ha reemplazado la mastectomía para la mayoría 
de los pacientes mejorando la estética sin perjudicar la supervivencia (124,125). Las 
contraindicaciones absolutas para la cirugía conservadora son la presencia de márgenes 
con infiltración tumoral tras varios intentos de resección, enfermedad multicéntrica en 
diferentes cuadrantes, microcalcificaciones difusas sugiriendo multicentricididad, histo-
ria de radioterapia previa en la pared torácica o la mama y primer y segundo trimestre 
del embarazo. La cirugía de mama no está restringida a estadios precoces. Estudios re-
trospectivos muestran aumento de supervivencia con cirugías del tumor primario de 
mama en pacientes con cáncer de mama metastásico controlado. Este beneficio parece 
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más claro en pacientes con tumores con resección completa, buena situación basal, 
metástasis solitarias y largo intervalo libre de enfermedad (67).  
1.9.2 Tratamiento con radioterapia adyuvante 
 La radioterapia está indicada siempre después de la cirugía conservadora y pue-
de estar indicada después de la mastectomía. El objetivo de la RT es erradicar la enfer-
medad subclínica y minimizar la tasa de recurrencia local. Se recomienda en tumores 
mayores de 5cm con márgenes próximos a 1 milímetro (mm). La pared torácica y la 
axila deben ser irradiadas si hay más de 3 ganglios afectos, y si la afectación es entre 1 y 
3 ganglios se recomienda irradiación de pared torácica y región supraclavicular. 
 Uno de los estudios claves en la instauración de la cirugía conservadora seguida 
de radioterapia es el estudio NSABP 06 (National Surgical Adjuvant Breast and Bowel 
Project). Este ensayo incluyó a 1600 mujeres entre 1976 y 1984 con tumores de hasta 4 
cm. Las pacientes fueron aleatorizadas en 3 opciones: mastectomía radical modificada, 
tumorectomía seguida disección axilar y tumorectomía seguida de disección axilar con 
radioterapia posterior (126). Los datos con seguimiento a 20 años indican que los resul-
tados son comparables y que no existen ventajas con la mastectomía radical (38). La 
radioterapia después de tumorectomía ha permitido que la mayoría de las pacientes con 
estadios I y II puedan conservar su mama. 
 En algunos casos seleccionados, la radioterapia puede ser omitida: pacientes 
mayores de 70 años con estadio I, receptores hormonales positivos y afectación axilar 
negativa, ya que la radioterapia no ha demostrado aumentar la supervivencia (127). Ac-
tualmente, la investigación en el campo de la radioterapia busca la reducción del campo, 
la dosis y la extensión de la irradiación. La administración de una dosis menor de 
42,5Gy en 16 fracciones para la cirugía conservadora de mama con márgenes libres ha 
demostrado no ser inferior que el esquema estándar de 54Gy (128). En un reciente estu-
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dio publicado para mujeres seleccionadas con estadios precoces, la radioterapia intrao-
peratoria no fue inferior para recurrencia local y toxicidad comparada con la radiotera-
pia externa (129). La principal ventaja de este método es la rapidez y el bajo coste. 
1.9.3 Tratamiento hormonal adyuvante 
La mayoría de los tumores de mama tienen receptores hormonales positivos, que 
permitirá que las pacientes reciban un tratamiento adyuvante hormonal. El tamoxifeno 
se une al receptor de estrógeno actuando como un antagonista en el tejido mamario. Fue 
el primer fármaco que demostró un beneficio en el tratamiento hormonal adyuvante con 
beneficio tanto para ganglios negativos como positivos en supervivencia libre de pro-
gresión y supervivencia global (67), y constituye el tratamiento de elección en pacientes 
premenopáusicas durante 5 años. La fuente esencial de estrógenos en estas pacientes es 
la función ovárica, por lo que su abolición podría mejorar el pronóstico. Los ensayos 
clínicos aleatorizados de fase III SOFT (Suppression of Ovarian Function Trial) y 
TEXT (Tamoxifen and Exemestane Trial), evaluaron la eficacia de la supresión de la  
función ovárica con la aplicación mensual de inyecciones del agonista de la hormona 
liberadora de gonadotropina (GnRH) triptorelina, la extirpación quirúrgica de ambos 
ovarios o la radioterapia (130,131). En estos estudios, la supresión del funcionamiento 
ovárico se combinó con tamoxifeno o exemestano. El análisis conjunto de las ramas con 
supresión ovárica de ambos estudios demostró que el tratamiento con exemestano com-
binado con supresión de la función ovárica redujo el riesgo de recidiva de cáncer de 
mama invasivo en un 34%, en comparación con el tratamiento de tamoxifeno combina-
do con supresión ovárica. El análisis de las ramas de tamoxifeno frente a tamoxifeno 
con supresión ovárica del estudio SOFT demostró que añadir la supresión ovárica al 
tratamiento adyuvante con tamo ifeno redujo las recidivas del cáncer de mama de muje-
res jóvenes con cáncer de mama preco  hormonosensible que habían recibido quimiote-
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rapia y no habían alcan ado a n la menopausia. El tratamiento con tamo ifeno más su-
presión ovárica redujo el riesgo relativo de recidiva del cáncer de mama invasivo en un 
22 , en comparación con el tratamiento con tamoxifeno solo en este grupo. El benefi-
cio que supuso la adición de la supresión ovárica al tamo ifeno resultó más destacado 
entre las pacientes menores de  5 años, un grupo de edad con un riesgo particularmente 
alto de recaída. 
 En mujeres postmenopáusicas, los IA han demostrado un beneficio en supervi-
vencia libre de progresión en varios ensayos clínicos. Los resultados de un meta-análisis 
reciente indican que los IA reducen el riesgo de recurrencia en un 30% comparado con 
tamoxifeno y el tratamiento con IA durante 5 años reduce la tasa de mortalidad a 10 
años en un 15% comparado con 5 años de tamoxifeno (132). Existen diferentes esque-
mas de administración para los IA: a) monoterapia durante 5 años (133,134); b) trata-
miento secuencial después de 2-3 años de tamoxifeno (BIG 1-98) (135); c) tratamiento 
extendido durante 3 a 5 años después de 5 años de tamoxifeno (136). 
1.9.4 Tratamiento con quimioterapia 
 En 1958, se publicó el primer estudio demostrando el beneficio de la quimiote-
rapia adyuvante en pacientes con afectación axilar positiva; fue un estudio del NSABP 
comparando el beneficio de una quimioterapia intra y postoperatoria con tiotepa
8
 frente 
a placebo (52). 
                                                 
8
 La tiotepa es un citotóxico polifuncional relacionado química y farmacológicamente con la 
mostaza de nitrógeno. La acción radiomimética de la tiotepa se atribuye a la liberación de radicales de 
etileniminas que, como ocurre en el caso de la radioterapia, actúan sobre los puentes del ADN, por ejem-
plo, mediante alquilación de la guanina en N-7, rompiendo el enlace entre la base de purina y el azúcar y 
liberando guanina alquilada (Fuente: informe Comisión Europea, http://ec.europa.eu/) 
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 En el año 2012, se publicó un meta-análisis de datos individuales de unas 
100.000 mujeres con cáncer de mama precoz en más de 120 ensayos clínicos de quimio-
terapia adyuvante; fue el primer meta-análisis del Early Breast Cancer Trialists' Colla-
borative Group (EBCTCG) incluyendo tratamiento adyuvante con taxanos (137). Se 
analizaron los ensayos clínicos de quimioterapia actual comparada con las pautas más 
tradicionales, además de los ensayos de los últimos 25 años de quimioterapia adyuvante 
en general, comparados con no quimioterapia. Los resultados demostraron una reduc-
ción significativa, tanto de la mortalidad por cáncer de mama, como de la mortalidad 
global con las pautas con CMF y las pautas basadas en antraciclinas, comparado con la 
no administración de quimioterapia. Los ensayos con esquemas de quimioterapia más 
contemporánea comparada con esquemas de quimioterapia más antiguos muestran re-
ducciones importantes de la mortalidad. La adición de un tratamiento adyuvante con 
taxanos a los esquemas basados en antraciclinas reduce la mortalidad por cáncer de 
mama en un 5% adicional en términos absolutos. Se observó que la reducción de la 
mortalidad por cáncer de mama con estas pautas fue igualmente significativa en los tu-
mores de mama receptor estrogénico positivo como negativo, y tanto en mujeres jóve-
nes como mayores. La poliquimioterapia sigue disminuyendo la mortalidad, pero  to-
davía es preciso determinar en qué pacientes el beneficio es menor para disminuir la 
comorbilidad y evitar sobretratamiento.  
1.9.5 Tratamiento con fármacos biológicos 
 En las pacientes de mama HER2+, el tratamiento con trastuzumab en adyuvan-
cia es un estándar. Un meta-análisis con 13.493 pacientes de 5 ensayos clínicos consoli-
daron la evidencia de aumento de supervivencia y disminución en la tasa de recurrencia 
(138). Ninguna otra molécula ha demostrado beneficio en supervivencia en adyuvancia. 
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1.10 Perspectivas futuras en el tratamiento del cáncer de mama  pre-
coz: Oncología personalizada  
 El desarrollo de tecnologías rentables capaces de evaluar a fondo el ADN, ARN, 
proteínas y metabolitos en los tumores de los pacientes ha impulsado los esfuerzos de la 
investigación a la atención médica a medida y la medicina personalizada (destacada-
mente la oncología). De hecho, la evaluación de las pruebas moleculares validadas en 
tejido tumoral o en la línea germinal del ADN de los pacientes ha conducido a la toma 
de decisiones terapéuticas (139). Sin embargo, existen todavía muchos desafíos teóri-
cos, prácticos y regulatorios que deben ser superados para el abordaje de esta medicina 
molecular personalizada (140). Actualmente, se generan un número inmenso de datos, 
producidos por las nuevas tecnologías de alto rendimiento. El problema es que estos 
datos son muy difíciles de gestionar, visualizar y convertir en los conocimientos necesa-
rios para mejorar los resultados del paciente de forma práctica. La biología de sistemas 
integra la ingeniería, la física, y aproximaciones matemáticas con conocimientos mole-
culares, biológicos y médicos en un proceso para visualizar la red interconectada de 
eventos y procesos dentro de una célula que se producen debido a las modificaciones 
genómicas adquiridos por los tumores de los pacientes (140). Las diferentes modifica-
ciones genómicas determinan el comportamiento celular y el pronóstico de los tumores. 
La biología de sistemas se aproxima a la identificación molecular de los conductores y 
los biomarcadores de los que dependen los tumores. Esto posibilitará la aplicación de 
una medicina más barata y personalizada y que debería permitir incrementar el éxito de 
los ensayos clínicos para acelerar la puesta en práctica de terapias en la clínica.  
Gran parte de la práctica médica está fundamentada en los estándares de atención al 
paciente. Las intervenciones, decisiones y actos médicos se basan, en parte, en el cono-
cimiento teórico de los diferentes niveles de evidencia epidemiológica, los estudios 
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clínicos y la medicina basada en la evidencia. Después de los metaanálisis, los grandes 
estudios aleatorizados son el mejor nivel de evidencia, diseñados para determinar el 
mejor enfoque para la media de las poblaciones pero no están concebidos para determi-
nar el enfoque preciso en individuos específicos. El desarrollo de las tecnologías de 
creación de perfiles moleculares ofrece la posibilidad de personalizar la atención médi-
ca, a nivel del tumor y, específicamente del paciente (141). Estos enfoques tienen el 
potencial para cumplir la promesa de determinar el fármaco, la dosis precisa, el momen-
to y el paciente exacto que debe recibir un específico tratamiento. El objetivo ulterior de 
la terapia personalizada pretende aumentar la eficacia de un fármaco y disminuir las 
toxicidades en función de las características genómicas del individuo (142). Existen 
varios test moleculares en tejido tumoral o genoma que determinan parte de la toma de 
decisiones en cáncer de mama, colorrectal o pulmón. Sin embargo, el campo de la me-
dicina personalizada plantea muchos desafíos como las dificultades en la identificación 
y validación de biomarcadores, retroalimentación de vías no conocidas u otros meca-
nismos que pueden llevar a efectos tóxicos o de eficacia inesperados en el paciente 
(143). 
 El incremento en el conocimiento de los perfiles moleculares de expresión indica 
que puede existir una relación entre éstos y la supervivencia o respuesta a las terapias en 
las pacientes con cáncer de mama. En los últimos años, los esfuerzos han ido encamina-
dos a descubrir y definir factores pronósticos independientes que pueden complementar 
o incluso sustituir a los factores clínicos clásicos. 
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1.11 Características moleculares y funcionales en la regulación  celu-
lar de los miARNs 
1.11.1 Introducción 
 Los Micro-ARNs (miARNs) son pequeñas moléculas de ARN endógeno de unos 
22 (21-25) nucleótidos (nt) que se forman a partir de ARNs precursores, que no codifi-
can para proteína y que actúan como elementos reguladores de la expresión génica 
(144). Se han descrito en animales y plantas como elementos prostranscripcionales 
uniéndose a los ARN mensajeros (ARNm) y regulando su traducción a proteínas. Re-
presentan un elemento regulador muy abundante en las células que influye en la regula-
ción de genes y proteínas.  
 En 1993, por primera vez se describen dos pequeñas secuencias de ARNs produ-
cidas por la endoribonucleasa Dicer en Caenorhabditis elegans (C.elegans) (145). Am-
bros, Lee y Feinbaum (146) descubrieron que lin-4, un gen que controla el desarrollo de 
C.elegans, no contenía información para proteína, sin embargo originaba dos pequeños 
ARNs, uno mayor de 61nt y otro de 22nt de longitud. El más largo (61nt) adquiría una 
conformación en forma de asa y era el precursor del más corto. Este descubrimiento 
describía que estos ARNs presentaban zonas antisentido complementarias a múltiples 
sitios de la zona  ’UTR9 del gen lin-14 (147). El grupo de Ruvkun estudió la mutación 
lin-14 en su región no traducida  ’UTR y comprobó que existía una disminución de la 
cantidad de proteína sin que hubiera una reducción de los niveles de ARNm, descu-
briendo una nueva forma de regulación génica (146). El descenso de la proteína LIN-14 
es parcialmente dependiente de la actividad de lin-4 y de la región  ’UTR de lin-14. Los 
                                                 
9
 La región no traducida  ’ ( '-UTR) es la sección de RNA mensajero (mRNA) que sigue inme-
diatamente al codón de terminación de la traducción. 
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niveles de ARNm de lin-14 y la asociación del polirribosoma parecían no influir en la 
regulación de lin-4. Es decir descubrieron la complementariedad antisentido de lin-4 y 
lin-14; porque existen sitios en la región no traducida 3’de lin-14 que son complemen-
tarios a lin-4 (146,147). 
 Los posteriores estudios realizados en C. elengans, estudiaron e identificaron 
lin-28, otra diana de la regulación de lin-4 mediado por una única zona complementaria 
en su región  ’UTR (148). Los sucesivos análisis de los niveles de ARNm y asociación 
con el polirribosoma de lin-28 concluyeron que existía una inhibición directa también 
de este ARNm (147,149).  
 El siguiente gen de miARN descubierto fue let-7 (LETha1), que regula el desa-
rrollo tardío mediante la inhibición de la expresión de lin-41 en algunos tejidos (150). 
Lin-41 contiene dos espacios próximos complementarios de let-7 (LCSs
10
) con los que 
puede formar complejos binarios que incluyen regiones centrales no emparejadas. La 
fusión de la región  ’UTR de lin-41 a determinados genes resulta en la regulación pos-
transcripcional que depende del miARN let-7 y secuencias específicas y estructuras en 
la región LCS. Este control es dependiente de la región LCS y no precisa estricta com-
plementariedad de bases entre el miARN y su lugar diana. Estos resultados indicaron 
que la regulación de los niveles de ARNm podía contribuir a la inhibición de la expre-
sión de la proteína, mediada por los miARNs lin-4 y let-7 durante el desarrollo en C. 
elengans (151). 
 Basado en el precedente de la relación entre lin-4/lin-14, se predijo que el reco-
nocimiento de let-7 a través de la región LCS, inhibiría su traducción por complementa-
riedad del ARNm. Poco después del descubrimiento de let-7 en C.elegans, se descubrió 
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 LCS: Hace referencia a los sitios complementarios del miRNA.  
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el gen en muchas otras especies animales (152). Miles de diferentes miARNs se han 
descrito en plantas y animales, y se están intensificando los esfuerzos por determinar 
sus objetivos y dianas reales. La mayoría de las dianas de los miARNs han sido relacio-
nadas con un único ARNm aunque muchas de estas uniones son predicciones que están 
pendientes de validación (153). 
1.11.2 Estructura y Biogénesis de los miARNs 
 Los miARNs forman una familia de pequeños nucleótidos, no codificantes aun-
que representan ARN funcional. Se estima que puede haber más de 1500 miARNs en el 
genoma humano (154). Los miARNs tienen expresión diferencial y específica por tejido 
y los cambios en la expresión de miARNs dentro de un tejido pueden estar relacionados 
y variar con el estatus de la enfermedad neoplásica. 
 Los genes que codifican para los miARNs están situados dentro de los exones e 
intrones de ADN no codificantes, pero también pueden localizarse en otras zonas como 
las regiones intergénicas o en intrones codificantes (155). En el último caso, la expre-
sión de los miARNs se relaciona con la regulación transcripcional del gen asociado y de 
esta manera se entiende que pueda existir especificidad por tejidos, dependiendo de la 
expresión de diferentes grupos de genes. En los otros casos, la expresión de los 
miARNs tiene una regulación autónoma a través de sus específicos elementos regulado-
res. También se ha descrito que los miARNs pueden proceder de secuencias repetitivas 
de ADN (156). Los miARNs maduros (moléculas de ~22 nt), característicamente pre-
sentan un grupo hidro ilo en el e tremo  ’ y un grupo fosfato en el e tremo 5’. El pro-
cesamiento de los miRNAs comienza en el interior del núcleo celular. Posteriormente es 
exportado al citoplasma donde son funcionales (157). Los miARNs son transcritos por 
la ARN polimerasa II o III como grandes moléculas de ARN que pueden exceder 1kb 
(1000 nt), lo que se denomina miARN primario (148). Los precursores de miARN for-
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man una estructura que en uno de sus extremos tiene forma de horquilla, ésta es cortada 
en el núcleo por la ribonucleasa ARNasa III conocida con el nombre de Drosha, que 
está ligada a la proteína DGCR8
11
 (DiGeorge syndrome critical region protein 8) en 
mamíferos (158). La endonucleasa Drosha, corta asimétricamente ambas cadenas cerca 
de la base de la molécula primaria con estructura de horquilla, de forma que el producto 
resultante es una molécula de ~70 nt denominada pre-miARN. El pre-miARN se expor-
ta activamente al citoplasma mediante un complejo dependiente de RAN-GTP, exporti-
na-5. Ran se encarga de la unión de Guanosina trifosfato (GTP) durante la exportación 
de pre-miARN (159,160). La hidrolisis de GTP a Guanosina difosfato (GDP) en el cito-
plasma genera la energía necesaria para que el pre-miARN sea liberado del complejo 
exportador. En el citoplasma, el pre-miARN (~70nt) es cortado por otra endonucleasa 
ARNsa II, conocida como Dicer, y que está asociada a dos proteínas en mamíferos 
TRBP
12
 (Transactivation Response ARN Binding Protein) (161) y PACT
13
 (Protein 
ACtivaTor of PKR). La acción de Dicer provoca la formación de una molécula de doble 
cadena, el miARN doble (162). Posteriormente, se separaran las dos cadenas del    
miARN doble; una de las cadenas genera el miARN maduro (~22 nt) que se incorpora 
al complejo ribonucleoproteico conocido como ARN-induced silencing complex 
(RISC)
14
. El complejo RISC degrada el ARNm diana o bloquea la traducción del 
ARNm; es el elemento responsable de la degradación o inhibición del ARNm, mientras 
                                                 
11
 Región crítica de la proteína 8 asociada al síndrome de DiGeorge. 
12
 Proteína de unión al RNA en respuesta a la transactivación.  
13
 Proteína celular activadora de proteína quinasa.  
14
 Complejo de silenciamiento inducido por el RNA 
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que la otra cadena es degradada. MiRISC es el término usado para designar al complejo 
RISC si actúa como miARN (163). 
 Los miARNs modulan la expresión de genes regulando la transducción y degra-
dación de ARNm. El mecanismo por el que el ARNm es regulado, depende del grado de 
complementariedad del miARN con el ARNm. El objetivo de la complementariedad 
perfecta es la degradación del ARNm por el RISC mientras que la si complementarie-
dad  no es perfecta la transducción del ARNm es bloqueada por el ribosoma (164). 
La identificación de las diana de los miARNs fue muy compleja porque sólo los 
segmentos con pequeñas secuencias de un determinado tamaño ensamblan perfectamen-
te con el ARNm  ’ UTR. Por eso, aunque los primeros miARNs se descubrieron a prin-
cipio de los años 90, su funcionalidad no se evidenció hasta comienzos del siglo XXI. 
Del mismo modo, el miARN remanente posee la capacidad de unirse perfectamente al 
ARNm. 
 El complejo miRISC en humanos está formado por varias proteínas que incluyen 
a Dicer, a las proteínas de Argonauta 2 (AGO2), a TRBP y a PACT (PACT (la enzima 
cuya función es dividir el ARNm diana es AGO2) (165). Dicer es una proteína muy 
conservada y en algunas especies tiene funciones específicas en el silenciamiento géni-
co. En Drosophlia melanogaster, Dicer-1 se encarga del procesamiento del pre-miARN 
y Dicer-2 interviene en la formación de ARNs silentes (siARN). Dicer es una enzima 
formada por seis dominios funcionales: un dominio DEAD-box ARN-helicasa (dominio 
que usan la hidrólisis de ATP para abrir ARN de doble cadena), un dominio DUF283, 
dos dominios RIII (dominio conservado que participa en la reacción endonucleasa que 
produce la rotura de sustratos de ARN de doble cadena), un dominio de unión a ARN de 
doble cadena (dsARN) y un dominio PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) (166). Argonauta, 
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otra de las proteínas que forman parte complejo miRISC también ha sido relacionadas 
con la represión génica. 
 Existen 2 pasos importantes para la formación del complejo miRISC: 1) la se-
lección de la cadena de miARN sentido o anti-sentido y, 2) la destrucción (no es fun-
damental) de la otra cadena. Se sigue investigando cómo se producen estos mecanismos 
y cuál es el destino final de la cadena sentido. Cuando el complejo miRISC se ha en-
samblado con la cadena que le hace guía, se ensamblará al ARNm diana en la región 
UTR 3´para inhibir la traducción. Además, existen otras vías alternativas en la forma-
ción de miARNs (167).  
 Además de los miARNs, existen diferentes moléculas con la función de silen-
ciamiento génico, un ejemplo son los ARNs de interferencia (siARN). Poseen una lon-
gitud de ~21 nucleótidos. También son generados por Dicer a partir de ARN de doble 
cadena (dsARN). Las 2 hebras de 21 nucleótidos del siARN forman un complejo de 19 
nucleótidos de dsARN y dos nucleótidos que no están emparejados en los extremos. El 
siARN media su función a través de un complejo RISC funcional. Los siARNs actúan 
mediante la degradación del ARNm o la metilación directa del ADN. La alta comple-
mentariedad entre la secuencia del siARN y el ARNm produce la degradación del 
ARNm. Si no existe esa complementariedad el siARN puede inducir la metilación en 
las islas CpG
15
 del promotor suprimiendo la transcripción (149,168). 
1.11.3 Mecanismos de acción de los miARN 
 No existen certeza sobre cuáles son todos los efectos y dependencias de los 
miARNs porque su expresión aparentemente está regulada espacial y temporalmente. 
Por ello, cuando se estudia cada miARN con su diana correspondiente, puede suceder 
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 Regiones del genoma con alto contenido de dinucleótidos citosina (C) – guanosina (G).  
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que esa diana que se estudió en un ARN no se encuentre expresada en las mismas célu-
las o tejido que el miARN. El estudio de los mecanismos de acción de los miARN es 
aún más complejo ya que se han descrito incluso polimorfismos
16
, incluso de los pre-
miARN (169). 
 Los miARNs pueden regular negativamente la expresión génica a través de dos 
mecanismos principales: degradando el ARNm o mediante la represión traduccional. La 
utilización de un mecanismo u otro dependerá del ARNm diana. Una vez el miARN se 
incorpore al complejo citoplasmático RISC, actuará un mecanismo u otro dependiente 
del grado de complementariedad del miARN con su diana. Si la complementariedad es 
elevada o total se producirá la degradación del ARNm, mientras que si la complementa-
riedad no es absoluta o es insuficiente se producirá una inhibición de la traducción. La 
habilidad de los miARNs para suprimir o inhibir la traducción depende de la energía 
libre de unión entre los primeros 8nt de los e tremos 5’del miARN y del ARNm diana. 
Gracias a esta capacidad un miARN puede actuar sobre muchas  onas UTR  ’de un 
gran número de genes (170).  
 Los miARNs para inducir la degradación del ARNm y los siARNs, actúan en la 
misma localización, en regiones que comprenden preferiblemente zonad de 10-11 nt. 
Después de la degradación del ARNm, se mantiene la integridad del miARN y tiene la 
habilidad de reconocer y posibilidad de actuar sobre otros ARNm. En general, la com-
plementariedad se produce en regiones codificantes pero también en regiones  ’UTR, 
pero cuando los miARNs actúan inhibiendo la traducción suelen unirse a la región       
 ’ UTR del ARNm. RCK o p54 (componente del complejo miRISC) es el efector fun-
damental para la inhibición traduccional. Cuando el complejo miRISC contiene el efec-
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 Presencia de diferentes alelos para un gen. 
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tor RCK/p54 puede iniciar un evento de oligomerización, secuestrando al ARNm y 
transportándolo a los P-bodies
17
 (Figura 4). En los P-bodies, el ARNm reprimido puede 
permanecer en estructuras oligoméricas para su almacenamiento o puede constituir un 
complejo con enzimas para degradar el ARNm. En el miRISC, el miARN es el elemen-
to encargado de indicar cuál es la secuencia diana, y entonces, RCK/p54 transporta el 
ARNm hacia el procesamiento o almacenamiento en los P-bodies (171). 
 







                                                 
17
 Los P-bodies o “cuerpos de procesamiento” son focos de en imas implicadas en el procesa-
miento del mRNA dentro del citoplasma de las células eucariotas. 
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1.11.4 Regulación de la expresión de los miARNs 
 Los miARNs pueden aparecer sobreexpresados o infraexpresados debido a dife-
rentes procesos. Distintos mecanismos postranscripcionales pueden controlar la expre-
sión de muchos genes, y como los miARNs sean generalmente transcritos por la Pol II, 
se ha postulado que la epigenética también pueda regular el control de la expresión de 
los miARNs. De hecho, se ha descrito que mecanismos epigenéticos como la metilación 
del ADN y las modificaciones de histonas, pueden afectar a la expresión de miARNs 
(173). Por ejemplo, miR-127 se sobreexpresa en líneas celulares tumorales después del 
tratamiento con inhibidores de la metilación o inhibidores de las histonas deacetilasas 
(174). El uso combinado de estos dos fármacos reduce la metilación de la célula, provo-
cando la apertura de la estructura de la cromatina, y la expresión de genes silenciados 
epigenéticamente. El miR-127, fue unos de los primeros miARNs que indicó que diver-
sos mecanismos epigenéticos podían controlar la expresión de miARN. En los intrones 
de genes que codifican para proteínas existen muchos miARNs, y se hipotetiza que 
puedan están corregulados con sus genes huésped. Sin embargo, es posible que estos 
miARNs puedan tener sus propios promotores y otros elementos independientes que 
regulen su expresión. Además se ha postulado que los miARNs localizados en intrones 
puedan actuar como promotores (175).  
 Algunas líneas de evidencia indican que los miARNs participan en procesos 
reguladores que modulan su propia regulación, es decir tienen un sistema de autorregu-
lación. Se ha identificado, que el miR-145 tiene efecto apoptótico, dependiente de la 
activación de TP53
18
, y la activación de TP53 podía estimular la expresión de miR-145 
formando ciclo (176). Este fenómeno se ha estudiado en diferentes tumores como en 
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pulmón, colon o mama. Esta hipótesis ha sido apoyada por el hecho de que la expresión 
de miR-145 está inversamente correlacionada con el tamaño, grado y proliferación tu-
moral del cáncer de mama. Además de la regulación de miARNs a través de los meca-
nismos de retroalimentación, existen determinadas condiciones ambientales que tam-
bién pueden influir y modificar la expresión de miARN. En concreto, estudios in vitro 
han demostrado que las células sometidas a estrés o hipoxia tienen mayor expresión de 
miR-210, y que está expresión se halla regulada por la interacción de HIF1A
19
 (Hipoxia 
Inducible Factor) (177). Se están estudiando nuevos y alternativos objetivos/dianas de 
los miARN y la interacción entre estos de forma que puedan ilustrar su rol dependiendo 
de la función normal, o de la progresión de la enfermedad. 
1.11.5 MiARNs y alteraciones en cáncer 
 El ARNm clásicamente se ha reconocido como una molécula intermediaria en el 
proceso de expresión genética en células eucariotas, y cuya función fundamental es 
transmitir el mensaje genético, desde el núcleo celular al citoplasma, para ejercer como 
molde para la síntesis proteica. En la actualidad, se ha descubierto el substancial papel 
que los miARNs poseen en la regulación funcional y la estabilidad del ARNm, lo que se 
traslada en la intervención en múltiples e importantes procesos celulares y moleculares. 
El cáncer, considerado como conjunto de enfermedades con una base genética muy 
compleja, tiene una serie de elementos comunes: se produce por mutaciones en el mate-
rial genético, las modificaciones producidas evaden los sistemas de control celular, la 
célula dañada no tiene control sobre los mecanismos de proliferación y la célula adquie-
re nuevas capacidades como invadir y acceder tejidos a los que antes no podía (178).  
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El control de la expresión génica es ejecutado por secuencias nucleotídicas, por 
proteínas y por sus interacciones. Los microARNs pueden ser elementales reguladores 
de la expresión génica: modulando vías supresoras y oncogénicas pueden contribuir a la 
tumorogénesis. Coincidiendo con esta hipótesis, alteraciones recurrentes genéticas y 
epigenéticas de miARNs se han descrito en diferentes tumores (Tabla 6). Distintos es-
tudios intentan evidenciar los verdaderos mecanismos de acción y las auténticas impli-
caciones de estos procesos; estudios bioinformáticos complejos han permitido relacio-
nar a los miARNs con los procesos celulares necesarios para el desarrollo del cáncer: 
adhesión, neovascularización, invasión tisular, proliferación y diferenciación celular 
(179,180).  
 
Tabla 6. Selectiva descripción de miR y su implicación en el cáncer (181) 
MicroARNs y Cáncer   
Mutación/Cambio epigénetico Consecuencia Funcional Ejemplo 
Delección de miARN Disminución del oncogen miR-15a(182) 
Silenciamiento epigenético del locus de 
miARN 
Disminución del oncogen miR-29 (183) 
Mutación puntual afectando a un  
miARN o a un precursor del miARN 
Disminución de la afinidad por oncogen.  
Aumento de la afinidad por un gen supre-
sor 
miR-181(184) 
Amplificación genómica o traslocación del 
locus del miARN 




Mutación puntual en un oncogen Disminuye afinidad por miARN miR-21(186) 
Mutación puntual en un gen supresor Aumenta afinidad por miARN miR-155(115) 




El primer ejemplo de la importancia que los miARNs tienen en el desarrollo de 
neoplasias se observó en el proceso de maduración de las células linfoides, donde se 
describieron miARNs específicos que intervienen en pasos concretos de su diferencia-
ción (188). Por ejemplo, el miR150 interviene en la detención de la célula durante su 
desarrollo (189), el miR155 es capaz de inducir defectos en las células plasmáticas, y la 
pérdida del miR-15a y del miR-16-1 resulta en una expresión aumentada del oncogén 
bcl2 (190).
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Otros miARNs, como let-7, parecen tener un importante papel antiproliferativo y 
supresor de varios oncogenes como Myc y Ras, y se encuentran suprimidos en muchos 
tumores (191). En la medida que estos procesos se relacionan directamente con los hitos 
del cáncer, se ha especulado que mutaciones afectando a los miARNs o sus interaccio-
nes funcionales con oncogenes o genes supresores podían contribuir a la tumorogénesis. 
Existen múltiples y diversos mecanismos oncogénicos en los que  podían estar implica-
dos ya que actúan mediante la represión de genes a través de la interacción directa con 
sus ARNm. La sobreexpresión, amplificación o la pérdida del silenciamiento epigéneti-
co de un gen que codifica un miARN podría implicar la inhibición una vía anti-
oncogénica. Por otro lado, las mutaciones más sutiles podrían afectar a la secuencia 
madura de los miARN reduciendo o eliminando su especificidad alterando la regulación 
proteica. Mutaciones en la secuencia de ARNm de unión puede provocar efectos simila-
res (181). 
No todos estos mecanismos han sido documentados en tumores humanos. Los 
datos en conjunto plantean consistencia al demostrar que la regulación alterada de 
miARN-ARNm puede promover el desarrollo o el progreso de tumores. Los datos más 
convincentes vinculando los miARNs a la tumorogénesis provienen de las alteraciones 
genéticas en las células tumorales. Ya en el año 2002, se demostró que 2 miARNs eran 
eliminados con cierta frecuencia en la leucemia linfática crónica (176). Además, los 
estudios que comparaban perfiles de expresión en tejido tumoral frente al tejido normal 
demostraron cambios de expresión en los miARNs, algunos de los cuales se han vincu-
lado con el estado de metilación (192). 
1.11.6 Los microARNs como oncogenes (oncomiRs)  
 Los microARNs que se encuentran amplificados o sobreexpresados en tumores 
pueden actuar como oncogenes. A pesar de la complejidad genética que dirige la géne-
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sis tumoral, ciertos tipos de cáncer pueden exhibir una dependencia crítica sobre la ex-
presión de un único oncogén como en el cáncer de mama con sobreexpresión de HER2. 
Notablemente, esta dependencia puede incluir a los miARNs. Ciertos tipos de cáncer 
exhiben una dependencia de la expresión de un único miARN oncogénico. Por ejemplo 
el miR-155 se encuentra incrementado en diversas neoplasias hematopoyéticas y en tu-
mores sólidos como el cáncer de páncreas, pulmón o mama (193). Otro integrante des-
tacado de la familia de miARNs oncogénico es el miR-17~92 clúster (194). Consta de 
siete miARNs y se relacionó inicialmente con el cáncer en el contexto de los linfomas B 
(195). En un importante estudio in vivo estudiando el potencial oncogénico de miR-
17~92, se demostró que podría cooperar con c-Myc
20
 y acelerar la tumorogénesis en un 
modelo de ratón de linfoma de células B. Sin embargo, esta desregulación de miR-
17~92 no parece ser suficiente para iniciar la formación de tumores per se. Averiguar 
cómo algunos específicos miARNs pueden perpetuar el cáncer o inciarlo podría revelar 
dianas moleculares críticas para generar tratamientos específicos dirigidos  (149).   
1.11.7  Los microARNs como supresores tumorales (tumor suppressor miRs) 
 Numerosos microARNs han sido definidos como supresores de tumores en fun-
ción de su desaparición o reducción en la expresión durante la tumorogénesis. Aparte de 
estas asociaciones, estudios funcionales en cultivos celulares indican que la sobreexpre-
sión de miARNs puede controlar el crecimiento de células tumorales o inducir la apop-
tosis (181). La lista de microARNs que han sido asociados al cáncer es cada vez mayor, 
ya sea como miARNs individuales o como grupos de miARNs actuando como supreso-
res (196). Entre los mejores estudiados y definidos se encuentra la familia del let-7 
(197), que actúan inhibiendo la tumorogénesis; se han descrito como factor pronóstico 
                                                 
20
 c-Myc es un gen regulador que codifica para un factor transcripcional.  
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en algunos tumores como en cáncer de pulmón. Además los genes del let-7 pueden ser 
directamente reprimidos por la oncoproteína c-Myc (198). Funcionalmente, let-7 puede 
reprimir a los miembros de la familia Ras
21
, así como al oncogen HMGA2
22
 (High-
mobility group AT-hook 2). La sobreexpresión del miARN let-7 influye en el desarrollo 
de tumores de pulmón y mama en modelos animales (199). Otros estudios se han cen-
trado en estudiar la regulación de miARNs por genes supresores, como los miARNs 
regulados por p53. La familia miR-34 es un importante mediador en la actividad y fun-
ción de p53. Esta familia se compone de 3 miARNs, cuya expresión está muy relacio-
nada pero que están condicionados por 2 loci diferentes: miR34a en el cromosoma 1p36 
y miR-34b/34c en el cromosoma 11q23. La transcripción de ambos loci está regulada 
directamente por p53 y media supresión tumoral (200). 
 Los miARNs que son codificados por la familia let-7 fueron el primer grupo de 
onco-miARNs en el que se demostró que regulan la expresión de un oncogén, en parti-
cular los genes Ras (201). Las proteínas RAS son proteínas de señalización GTPasa, 
asociadas a la membrana que regulan el crecimiento celular y la diferenciación. 
Aproximadamente un 15-30% de los tumores poseen mutaciones en los genes Ras, y 
estas mutaciones producen un incremento en la expresión de RAS produciendo la proli-
feración celular (202). Los miARNs que se codifican por la familia let-7 funcionan co-
mo supresores de tumores; se localizan en zonas inestables del genoma asociado a tu-
mores sólidos (201,203). Estos estudios demostraron que la región  ’UTR del gen Ras 
                                                 
21
 Ras es una superfamilia de proto-oncogenes (genes normales que pueden convertirse en onco-
genes debido a mutaciones).  
22
 HMGA2 este gen codifica para una proteína que forma parte de un conjunto de una familia de 
proteínas de alta movilidad y que actúan como un factor regulador de la transcripción.  
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humano contiene múltiples sitios de unión complementarios de let-7, permitiendo que 
let-7 regule negativamente la expresión de Ras (149).  
1.11.8 Los microARNs y su implicación en las vías de señalización tumoral 
 Los miARNs están implicados en la regulación de las diferentes vías de señali-
zación en el cáncer. Una de las primeras vías en la que se describió esta asociación fue 





) (204). En un gran número de tumores esta vía está activada, provocando 
una proliferación celular y comportamiento tumoral más agresivo. El gen supresor de 
tumor PTEN
25
 (fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa) inhibe la función de 
PI3K. La pérdida de expresión PTEN está asociada con la activación de la ruta de seña-
lización PI3K/Akt en muchos tipos de tumores (205). Lewis et al. (206) demostraron 
que miR-19a,b se une a la región  ’UTR del ARNm del gen PTEN en condiciones in 
vitro. Actualmente se han descrito miARNs implicados en prácticamente todas las vías 
de señalización como RAS, daño celular (207) o la vía de MAPK
26
/ERK (208).  
1.11.9 Los microARNs y su implicación en progresión tumoral y metástasis 
Además de su papel en el desarrollo y génesis tumoral, los miARNs también se 
han implicado en la progresión del tumor y en variados procesos biológicos celulares 
que incluyen control de la adhesión, migración, y la invasión; además, se ha evidencia-
                                                 
23
 PI3k, Fosfatidil inositol 3 quinasa es una familia de enzimas implicados en múltiples procesos 
tumorales.  
24
 Akt o proteína quinasa B es una seronina/treonina quinasa implicada en múltiples procesos 
tumorales. 
25
 PTEN es un gen supresor tumoral que codifica para una proteína fosfatasa.  
26
 MAPK o proteína quinasa activada por mitógenos 
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do su contribución en las metástasis (181). Los miARNs, también regulan estos proce-
sos, y las alteraciones de los diferentes miARNs pueden influir y alterar el potencial 
metastásico de los tumores (209). En este proceso, los miARNs, miR-10b y miR-373, 
fueron los primeros miARNs en proporcionar específica información. El miR-10b es un 
objetivo directo de la transcripción de TWIST1
27
 (Twist-related protein 1), un inductor 
de la transición epitelio-mesénquima (EMT) y la progresión metastásica. La expresión 
de miR-10b en líneas celulares de cáncer de mama sin metástasis demostró que inducía 
la invasión y diseminación como consecuencia de la represión directa de las proteínas 
HOXD10
28
. El miR-373 fue identificado como promotor de la migración de células in 
vitro (210) y su potencial pro-metastásico ha sido validado en líneas celulares de cáncer 
de mama. Los miembros de la familia miR-200 se dirigen sobre los factores de trans-
cripción ZEB
29
 (Zinc finger E-box-binding homeobox 19), inductores conocidos de la 
transición epitelio-mesénquima (EMT) y así reducen la migración e invasión celular 
(211). Basado en la expresión diferencial entre cáncer de mama metastásico y no me-
tastásico diferentes miARNs han sido propuestos como inhibidores de la progresión 
tumoral: miR-126, miR-206, y miR-335. De hecho, la sobreexpresión de algunos 
miARNs puede inhibir la metástasis en modelos celulares, por ejemplo la reducción de 
expresión de miR-126 y miR-335 se correlaciona con peor supervivencia libre de metás-
tasis de pacientes con cáncer de mama (212). Diversos estudios han revelado que los 
miARNs pueden estar infraexpresados en el tumor en comparación con los tejidos nor-
                                                 
27
 TWIST1 o proteína 1 relacionada con TWIST es un factor de transcripción.  
28
 HODX10 o Homeobox D10 es una familia de proteínas que actúan como factor de transcrip-
ción.  
29
 ZEB es una familia de proteínas que actúan como factor de transcripción y que contienen un 
dominio con forma de dedo de zinc.  
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males (213). Aunque es posible que este fenómeno evidencie los estados con menos 
diferenciación de las células tumorales o de mayor tasa de proliferación; una explica-
ción alternativa que se ha postulado es que los niveles de reducción de miARN se selec-
cionan durante la tumorogénesis, porque esta mismo proceso es el que proporciona al-
gunas ventajas proliferativas o de supervivencia. Estas dos posibilidades son no necesa-
riamente excluyentes entre sí y de hecho no hay demostración empírica (181). 
1.11.10 Aplicación terapéutica  
 Debido al potencial de los miARNs de afectar a la regulación de la expresión 
genética en el desarrollo de tumores, se han destacado como una atrayente diana  terap-
éutica. Los llamados anti-miARN son secuencias de oligonucleótidos complementarias 
a los miARNs que pueden bloquear su función, y que por su pequeño tamaño (20 a 22 
nucleótidos) son fáciles de sintetizar (214). En este momento existe un activo programa 
de desarrollo de estos anti-miARN para facilitar su estabilidad y difusión en el medio 
intracelular. Actualmente existen ensayos clínicos con estos compuestos para demostrar 
su utilidad en diversas patologías incluyendo patología no tumoral. 
1.11.11 Epigenética en el cáncer de mama 
 El término epigenética con frecuencia, se usa ampliamente y con diferentes sig-
nificados. En general el término engloba la metilación del ADN, las modificaciones de 
las histonas, la expresión de miARNs, el posicionamiento de los nucleosomas y la con-
densación de la cromatina como factores epigenéticos que modifican la regulación de 
los genes. 
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 La epigenética fue definida en 1942, por C.H. Waddington
30
. En el manuscrito 
“The Epigenotype” definió de manera informal el término epigenética: el conjunto de 
los mecanismos causales que intervienen entre el genotipo y el fenotipo, describiendo 
por primera vez los cambios en el desarrollo de organismos que no podían ser explica-
dos por cambios en el ADN. Posteriormente quedó claramente establecidos que estos 
cambios epigenéticos tenían un rol en muchas enfermedades incluido el cáncer de ma-
ma. Existe una necesidad apremiante de entender el genoma funcional, es decir la su-
perposición de cambios que produce una expresión génica final. Durante los últimos 
años ha habido una explosión en estudios de epigenética en el cáncer de mama, lo que 
refleja el aumento exponencial de los manuscritos publicados. Las primeras publicacio-
nes sobre epigenética en cáncer de mama aparecen en 1983 (215). El progreso ha sido 
lento hasta hace aproximadamente 15 años cuando el número de estudios empezó a au-
mentar de manera constante y exponencial gracias a los avances tecnológicos. Inicial-
mente los miARNs era un concepto englobado dentro de la epigenética pero actualmen-
te y debido al desarrollo, la epigenética ha quedado circunscrita a los cambios trancrip-
cionales fundamentalmente metilación del ADN y modificación de histonas.  
                                                 
30
 Conrad Hal Waddington (1905-1975). Británico, biólogo, paleontólogo, genetista, y filósofo.  








These genomes, these 23 chromosomes, they don't in any way represent the 
quality of our relationships or the nature of our society -- at least not yet. And like any 
new technology, it's really in humanity's hands to wield it for the betterment of mankind, 
or not. And so I urge you all to wake up and to tune in and to influence the genomic 














   2 Hipótesis 





La hipótesis de trabajo que se plantea es que mediante la medición cuantitativa 
de la expresión de un conjunto de miARNs mediante RT-qPCR 31  (reverse 
transcription-polymerase chain reaction) se puede seleccionar un perfil de 
miARNs que actúen como un factor pronóstico independiente de los factores 
pronósticos convencionales en pacientes con cáncer de mama en estadío precoz 
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 RT-PCR transcripción reversa seguido de reacción en cadena de polimerasa en tiempo real 





3.1 Objetivos Principales 
Establecer el valor pronóstico, medido en supervivencia libre de enfermedad, de 
un set de miARNs que han mostrado un papel patogénico en carcinoma de 
mama, seleccionados tanto en base a la literatura como en base a los hallazgos 
obtenidos en nuestra serie, dentro de un panel de 667 miARNs, considerando el 
estado clínico y fenotipo tumoral al diagnóstico y los tratamientos adyuvantes 
recibidos. 
 
3.2 Objetivos Secundarios 
Analizar la correlación entre la expresión alterada de los miARNs seleccionados 
y: a) el patrón de recaída; b) la supervivencia global; c) la expresión de los genes 
por ellos reguladas. 
Desarrollar un perfil de expresión génica con valor pronóstico en cáncer de 
mama localmente avanzado compuesto por un número reducido de miARNs 
utilizando muestras FFPE (tejido fijado en formalina e incluido en parafina). 








“Despréndete de todas las impresiones de los sentidos y de la imaginación, y no te fíes 
sino de la razón”. René Descartes 
 
 






4 Material y Métodos 
4.1 Diseño del estudio 
 Estudio retrospectivo observacional de cohorte y con muestreo desde el dia-
gnóstico de la enfermedad. Todas las muestras pertenecen a un único centro (Hospital 
Universitario 12 de Octubre). 
4.2 Aprobación por parte del Comité Ético del Centro 
 Antes de la realización del estudio el proyecto fue presentado en el Comité Ético 
del Centro para su aprobación (Comité Ético del Hospital Universitario 12 de Octubre) 
(Anexo 2). En el Comité Ético se reúnen personas de diferentes sectores médicos y pa-
cientes para discutir las características del proyecto, sus implicaciones sobre el paciente, 
y sus problemáticas. Tienen que garantizar el respeto a la dignidad, integridad e identi-
dad del ser humano. El Real Decreto 561/1993 (Real Decreto 561/1993) establece los 
requisitos para la realización de ensayos clínicos con medicamentos y que éstos deberán 
ceñirse a unas normas de Buena Práctica Clínica (BPC). Las BPC son unas normas 
internacionales de calidad ética y científica referida a la investigación con seres huma-
nos para diseñar, implementar y reportar ensayos clínicos, de forma que exista una ga-
rantía pública respecto a la validez de los datos y de que los derechos, integridad y con-
fidencialidad de los sujetos participantes han sido protegidos (216). La Buena Práctica 
Clínica es un estándar ético, internacional y de calidad científica para diseñar, realizar, 
registrar y reportar estudios que involucran la participación de seres humanos. El cum-
plimiento con este estándar proporciona una garantía pública de que los derechos, el 
bienestar de los seres humanos y su seguridad en el estudio están protegidos, acorde a 






los principios que tienen su origen en la Declaración de Helsinki
32
 y, además confirma 
que los datos clínicos del estudio son creíbles. 
4.3 Selección de Pacientes 
 Se revisaron los registros de las historias clínicas de los casos consecutivamente 
diagnosticados de carcinoma de mama infiltrante con afectación ganglionar al dia-
gnóstico, en el Hospital Universitario 12 de Octubre entre el 1 de Enero de 1995 y el 31 
de Diciembre de 2000. Los estudios histológicos y genético-moleculares se realizaron 
utilizando los bloques de tumor incluidos en parafina del archivo del Departamento de 
Anatomía Patológica del Hospital 12 de Octubre. Solo se incluyeron pacientes con 
muestra disponible. Las muestras fueron revisadas por un patólogo del centro que con-
firmó el diagnóstico. Se incluyeron en el estudio los pacientes con resecciones tumora-
les completas, independientemente del tratamiento adyuvante posterior, en que existía 
tejido tumoral suficiente conservado en parafina y seguimiento clínico actualizado para 
realizar todos los análisis previstos. 
4.3.1 Criterios de Inclusión: 
1. Diagnóstico anatomopatológico de carcinoma de mama infiltrante. Se de-
fine infiltrante cuando el tumor atraviesa la membrana basal. 
2. Estadio II-III anatomopatológico según la clasificación TNM (217).   
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 La Declaración fue originalmente adoptada en junio de 1964 en Helsinki, Finlandia. La Decla-
ración es un documento en la historia de la investigación ética, que reúne un conjunto de principios éticos 
y es el resultado del esfuerzo de la comunidad médica para autorregularse, y guiar la experimentación en 
humanos. La Asociación Médica Mundial (AMM) ha promulgado la Declaración de Helsinki como una 
propuesta de principios éticos para investigación médica en seres humanos, incluida la investigación del 
material humano y de información identificables. 






3. Muestra conservada en parafina disponible. 
4. Tratamiento óptimo, definido como: 
a. Mastectomía o tumorectomía con márgenes quirúrgicos libres de 
infiltración. Se considera mastectomía simple o total la exéresis de toda 
la glándula mamaria y el complejo de la areola-pezón. Los márgenes 
quirúrgicos libres de infiltración implican que no existe afectación mi-
croscópica en el borde externo del tejido circundante extirpado por célu-
las tumorales. No hay un claro estándar sobre la distancia mínima pero 
normalmente se consideran libres si al menos hay 1mm de borde libre de 
estroma fibroadiposo. Se considera margen próximo si el margen es mi-
limétrico, y margen positivo focal si existen menos de 3 focos microscó-
picos de tumor en contacto con el margen quirúrgico. En caso de que los 
márgenes sean positivos deberá estar ampliada la cirugía hasta bordes 
quirúrgicos libres. 
b. Radioterapia mamaria tras una cirugía conservadora (38,218). 
Además en caso de mastectomía se considera necesaria la radioterapia en 
todos los casos de pacientes con tumores mayores de 5 cm y en aquellos 
con 4 o más ganglios axilares afectados por tumor (219). La dosis correc-
ta de radioterapia es de 45 a 50 Gy de la mama ipsilateral administrada 
en 25-28 fracciones. 
c. Hormonoterapia mínima indicada: tamoxifeno durante al menos 5 
años en las mujeres premenopáusicas (220), tamoxifeno y/o un inhibidor 
de aromatasa durante al menos 5 años en las mujeres posmenopáusicas 
(133,220). Esta indicación de hormonoterapia mínima recogida en nues-






tro estudio es previa a la reciente publicación del beneficio de tamoxife-
no a 10 años (221).  
d. Esquemas de quimioterapia adyuvante considerados válidos: 
i. Esquema CMF (222). Ciclofosfamida 100mg/m2 V.O./d1-
14, Metotrexate 40mg/m2/IV/d1,d8 y Fluorouracilo 600mg/m2 IV/d1,d8. 
ii. Adriamicina 75mg/m2/cada 21 días seguida de CMF 
(223). 
iii. AC (Adriamicina, Ciclofosfamida) seguido de CMF (224). 
iv. Esquemas con taxanos. No hay un tratamiento estándar 
con taxanos en cáncer de mama. Se permiten regímenes tanto con pacli-
taxel (225) como docetaxel (226) cada semana o cada 3 semanas. 
5. Seguimiento clínico superior a 60 meses (excepto en casos de recidiva 
precoz). 
6. Ausencia de cáncer de mama contralateral. 
 
Las Variables clínicas y anatomopatológicas que se recogieron de manera re-
trospectiva fueron las siguientes: 
1. Fecha de nacimiento; 
2. Sexo; 
3. Antecedentes familiares oncológicos; 
4. Antecedes personales oncológicos; 
5. ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) (227) al diagnóstico; 
(Anexo 3).  
6. Localización del tumor (mama derecha o mama izquierda); 
7. Fecha de la cirugía; 






8. Fecha del diagnóstico histológico; 
9. Tipo de cirugía; mastectomía total o tumorectomía. 
10. Diagnóstico histológico; Carcinoma lobulillar o carcinoma ductal. Des-
cripción de la existencia de carcinoma in situ. 
11. Grado tumoral; G1: bien diferenciado. G2: moderadamente diferenciado. 
G3: pobremente diferenciado 
12. Invasión vascular; 
13. Estadio patológico; 
14. Fenotipo del tumor medido en el Servicio de Anatomía Patológica del 
centro: RE (positivo/negativo), RP (positivo/negativo), HER2neu (positi-
vo/negativo); Se considera positivo si tiene IHQ 3 cruces y/o FISH + (Hibrida-
ción in situ con fluorescencia).  
15. Índice proliferativo; 
16. Presencia o ausencia de carcinoma in situ; 
17. Infiltración de bordes quirúrgicos; 
18. Compromiso extracapsular; 
19. Afectación axilar. Deberán estar disponible el número de ganglios aisla-
do y el número de ganglios afectos. 
20. Estado menopáusico de la paciente. Es un diagnóstico clínico conside-
rando postmenopausia la ausencia de menstruación en los 12 meses previos al 
diagnóstico; 
21. Radioterapia adyuvante. Se consideraron sólo las pacientes que recibie-
ron radioterapia estándar del centro; 
22. Quimioterapia adyuvante. Número de ciclos y tipo de quimioterapia; fe-
cha de inicio y fin de la quimioterapia adyuvante.  






23. Hormonoterapia adyuvante y tipo; 
24. Tratamiento adyuvante con anticuerpos monoclonales; 
25. Fecha de la recidiva; 
26. Lugar de recidiva; 
27. Tratamiento de primera línea hormonal en la recidiva y respuesta al mis-
mo; 
28. Supervivencia libre de progresión en 1ª línea hormonal; 
29. Tratamiento de primera línea de quimioterapia en la recidiva y respuesta 
al mismo; 
30. Supervivencia libre de enfermedad (SLE): tiempo transcurrido desde la 
cirugía del tumor de mama hasta la recaída local o a distancia de la enfermedad; 
31. Supervivencia global (SG): tiempo transcurrido desde la fecha de la ci-
rugía hasta el fallecimiento de la enferma por cualquier causa.  
32. Situación al final del seguimiento y última fecha de seguimiento. 
4.4 Criterios para la Selección de Muestras 
 Inicialmente se seleccionaron 19 muestras de tumores de mama conservadas 
tanto en fresco (FF) (congelación) como en parafina (FFPE) para testar los miARNs de 
secuencia disponible comercialmente en el momento del diseño del estudio, con el obje-
to de comparar los resultados de análisis de expresión de miARNs para las diferentes 
formas de conservación del tejido en un mismo tumor. 
 De cada muestra tumoral incluida en parafina de los casos restantes (hasta com-
pletar 172 muestras) se obtuvieron secciones de tejido que se tiñeron con hematoxilina y 
eosina (H&E) para analizar al menos 20 campos de carcinoma invasivo (objetivo 40x). 






Se realizó el estudio de inmunohistoquímica para receptores hormonales, Ki-67
33
 y 
HER2 de todos los casos en que no se hubiese realizado previamente. Para el estudio de 
receptores hormonales se empleó el anticuerpo 6F11
34
 (Novocastra, Newcastle-upon 
Tyne, UK) (228) dirigido frente al receptor de estrógeno α y el 35PGR-1A6 para el re-
ceptor de progesterona (Ventana, Tucson, AZ). El índice de proliferación se determinó 
mediante el anticuerpo MIB1
36
. 
 El análisis de expresión del HER2 se hizo mediante la medición semicuantitativa 
por el método HercepTest TM (Dako)
37
. En los casos en que dicha valoración fue dudo-
sa (++), se realizó el estudio de la amplificación del gen HER2 mediante la hibridación 
in situ con fluorescencia (FISH) (Dako) mediante el análisis de la expresión de al menos 
20 núcleos celulares de cada muestra analizada. Se consideró positivo el resultado en los 
casos en que el ratio de núcleos amplificados frente a no amplificados era superior a 2:1.  
                                                 
33
 Ki-67 es un gen que codifica una proteína nuclear asociado con la proliferación celular (Ger-
des, J., 1986).  
34
 El anticuerpo monoclonal receptor de estrógenos (6F11) está destinado a utilizarse en la iden-
tificación cualitativa por microscopía óptica del receptor de estrógeno (RE) humano en tejidos fijados en 
formalina e incluidos en parafina, mediante tinción histoquímica. El clon de receptor de estrógeno 6F11 
[ER(6F11)] se une específicamente al antígeno ER ubicado en el núcleo de las células ER positivas nor-
males y neoplásicas (Kaplan, 2005). 
35
 El anticuerpo monoclonal PGR-1A6 pertenece a la clase IgG1 (inmunoglobulina) y fueron di-
señados para la detección del receptor de progesterona ya sea en tejidos fijados en formalina y embebidos 
en parafina o en secciones de tejidos congelado.  
36
 El anticuerpo MIB1 es un anticuerpo dirigido contra la proteína Ki-67.  
37
 HercepTest ™ es una técnica inmunohistoquímica semi-cuantitativa utilizada para la determi-
nación de la proteína HER2 y la sobreexpresión en tejidos de cáncer de mama procesados rutinariamente 
para la evaluación histológica y fijado con formalina. HercepTest ™ específicamente demuestra la sobre-
expresión de la proteína HER2.  






4.5 Procesamiento de las Muestras 
4.5.1 Aislamiento del ARN total 
 A partir de las secciones de los tejidos teñidas con H&E fueron seleccionadas 
para los estudios muestras con más de un 70% de contenido en células tumorales. Para 
la extracción del ARN se cortaron entre 5 y 10 secciones seriadas de 10 micras según el 
tamaño de la biopsia. Las muestras FFPE se desparafinaron mediante lavados con xilol 
seguidos de lavados con etanol con concentraciones decrecientes (100%, 90% y 70%). 
El ARN total de las muestras se aisló de las muestras tumorales empleando el           
RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion) para tejido fijado en formalina y 
embebido en parafina, y el mirVana™ miARN Isolation Kit (Ambion) para muestras en 
fresco (Ver características del kit en el Anexo 4).  
 En una primera fase se realizó un estudio preliminar entre las muestras congela-
das en fresco y las fijadas en formol e incluidas en parafina. Se analizaron 38 muestras 
(19 congeladas y sus homólogas parafinadas del mismo paciente) mediante arrays de 
expresión que utiliza sondas TaqMan. 
 
 
Figura 5. TaqMan® Human MicroARN Assay Set 
 
Estos Arrays (Figura 5) permiten la medición simultánea de un panel de múlti-
ples miARNs humanos y se basan en una RT Multiplex seguida de una reacción de PCR 
cuantitativa (Anexo 5).  






4.5.2 Análisis de la calidad del ARN 
 El ARN aislado se cuantificó mediante espectrofotometría UV, midiendo la ab-
sorbencia a 260 y 280 nm. Así mismo, la calidad de los distintos ARNs fue evaluada a 
través de electroforesis nativa en geles de agarosa al 1%
38
. 
4.5.3 Síntesis de ADNc 
 Se sintetizó ADN complementario (ADNc) mediante retrotranscripción partien-
do de 1 µg de la fracción de ARN total aislada de las muestras empleando el “TaqMan® 
MicroARN Reverse Transcription Kits” Applied Biosystems (los kits realizan reacción 
de RT-qPCR). 
 Las reacciones de RT-qPCR se llevaron a cabo en un termociclador ABI PRISM 
7900 HT ® Sequence Detection System (Applied Biosystems). El Sistema de Detección 
de Secuencia ABI PRISM 7900HT es un instrumento de detección de segunda genera-
ción, diseñado para, de forma automatizada y con alto rendimiento, detectar las reaccio-
nes químicas relacionadas con los fluorescentes de la PCR. A través de una plataforma 
que consta de 384 pocillos de colores diferentes, y mediante la PCR con reactivos de 
fluorescencia se realiza la detección cuantitativa de secuencias de ácido nucleico en 
tiempo real.  
 Se puede realizar una cuantificación absoluta o relativa. Los resultados de un 
experimento de cuantificación absoluta se expresan en la misma medida utilizada para 
hacerlos. La cuantificación absoluta utilizando el termociclador 7900HT se lleva a cabo 
                                                 
38
 En los ácidos nucleicos la dirección de migración es del electrodo negativo al positivo, y esto 
es debido a la carga negativa presente en el azúcar-fosfato. En fragmentos simples de de RNA (una sola 
cadena), dichas moléculas tienden a plegarse de forma compleja y a migrar de forma más complicada, 
según la estructura terciaria formada tras el plegamiento.  






mediante el uso de la reacción en cadena de la polimerasa y el ensayo de la 5-fluor-
nucleasa (Anexo 6). 
 En cada uno de los puertos del TaqMan Array se introdujo un volumen final de 
100 μL, 50 μL de Taqman Universal PCR Master Mix y 50 μL del ADNc equivalente a 
100 ng del ARN total. Las tarjetas contienen pocillos alineados que permiten realizar 
384 ensayos en paralelo (Figura 6). 
 
Figura 6. Platos que permiten 384 ensayos 
 
 
El termociclador recopila datos de fluorescencia en diferentes puntos de la PCR 
(Figura 7). Los puntos de recogida de datos constan de tres fases diferentes:  
1. Excitación: se enciende todos los pocillos en la placa de reacción, exci-
tando los fluoróforos en cada reacción.  
2. Fase de emisión: la óptica del termociclador recoge la fluorescencia resi-
dual emitida desde los pocillos situados en la placa de reacción. La imagen 
resultante recogida por el dispositivo consiste en los haces de luz que corres-
ponden sólo a la gama de longitudes de onda de emisión. 
3. Fase de colección. El termociclador produce una representación digital 
del residuo fluorescencia recogidos durante un intervalo de tiempo fijo.  







Figura 7. Termociclador ABI PRISM 7900 HT 
  
4.5.4 Cálculos para la cuantificación relativa  
Se obtuvieron los valores medios de Cq mediante el software SDS 2.4 (Applied Biosys-
tems). El valor máximo de Cq se fijó en 40. Estos valores de Cq fueron anotados en 
Microsoft Excel 2007
39
 para cálculos posteriores. Los valores de expresión de miARNs 
se calcularon mediante el método ΔCq descrito previamente (229). Los valores de ex-
presión relativa fueron calculados como la diferencia entre el valor de Cq de cada gen y 
un factor de normalización. 
 Para la normalización se empleó el método NorMean (230). Este método permi-
te seleccionar genes de referencia basándose en el coeficiente de variación de la expre-
sión de dicho gen de referencia, y en su correlación de Pearson
40
 con la media de expre-
sión de todos los genes (231). 
                                                 
39
 Es la vesión 12 de Microsoft Excel.  
40
 El coeficiente de variación de Pearson es una medida de la relación lineal entre dos variables 
aleatorias cuantitativas. Fue desarrollada por Karl Pearson en relación a una idea de Francis Galton en 
1880 (Stigler, 1989).  






    ai=ΣCVij/Σrij 
Donde CVij es el coeficiente de variación del gen de referencia i en el material j, y rij es 
el coeficiente de correlación de Pearson entre la expresión del gen i y la media de expre-
sión en el material j. Esta ecuación proporciona un valor a que permite ordenar los ge-
nes de referencia: aquellos genes control con menor valor son aquéllos con la expresión 
más estable (bajo CV) y mayor correlación positiva con la expresión génica media por 
muestra. Aquellos genes con correlación r<0 no se considerarían para el análisis de 
NorMean. A partir de esta clasificación se calcularon los diferentes factores de normali-
zación mediante la inclusión por pasos de genes de referencia y calculando la media 
geométrica de sus niveles de expresión. 
4.5.5 Análisis Estadístico de los perfiles de expresión de miARNs con valor 
pronóstico 
 Para evaluar el valor pronóstico de cada modelo basado en expresión de los 
miARN, se calcularon las curvas de supervivencia mediante las estimaciones de Ka-
plan-Meier
41
 (232) y se compararon los grupos mediante la prueba del log-rank test. 
También se aplicó un análisis multivariante de Cox
42
 a cada perfil individualmente en 
un modelo que incluía el grado tumoral, afectación axilar y el tamaño. Los criterios de 
valoración fueron SLE y SG, como en otros estudios de perfiles génicos previamente 
realizados en cáncer de mama. Los valores p, se consideraron bilaterales y estadística-
mente significativos cuando p<0.05. 
                                                 
41
 Estimador no paramétrico de la función de la supervivencia.  
42
 Modelo de los riesgos proporcionales.  






4.5.6 Tratamiento de los Datos en los Perfiles de Expresión Génica con Valor 
Pronóstico 
 Trabajos en genes han demostrado que la reducción en el número de genes de-
ntro de los perfiles no tenía impacto en el comportamiento clasificador (233). Para el 
tratamiento de datos se siguió la metodología previamente empleada por el grupo (230): 
a) En primer lugar se realizó el estudio de 19 muestras. Se seleccionaron 
aquellos miARNs que se expresaban en FFPE. Se seleccionaron los miARNs con 
elevada expresión en la muestras. Es decir, con expresión medible en 7 de las 19 
muestras.  
b) Después se seleccionaron los miARNs que presentaron una alta 
correlación en los niveles de expresión entre las muestras de tejido FF y tejido 
FFPE. Para determinar la concordancia entre los datos de muestras FF y FFPE se 
utilizó el coeficiente de correlación de Pearson entre los valores de expresión. 
c) Posteriormente se aplicó un coeficiente de variación sobre la serie de 
muestras de FFPE mayor del 7%, con el objetivo de encontrar posteriormente 
diferencias en los resultados de los miARNs analizados. 
d) Aplicando estos 3 criterios se seleccionan los microARNs que configuran 
el TaqMan Array final que se aplica sobre todas las muestras.  
e) Para el control del proceso, se identificaron los mejores miARNs 
housekeeping (miARNs de referencia), empleando el método Normean. Se 
realizaron diferentes modelos para determinar la mejor correlación en las 
muestras. 
f) Tras seleccionar el grupo de miARNs apropiados que funcionaban como 
miARNs de referencia se calculó el Factor de Normalización (FN) mediante la 
media geométrica de los miARNs seleccionados en cada método. Una vez 






establecidos los factores de normalización según cada método, se calculó el valor 
de e presión para cada gen seg n la siguiente e presión: ΔCq, donde: 
   ΔCq = CqmiARN – FN 
Con la selección final de miARNs se generó un nivel de significación estadística 
para cada miARN basándose en un modelo de riesgo proporcional univariante (232) con 
el objetivo de identificar miARNs cuya expresión sea significativa al correlacionarla 
con la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global. Estos miARNs fue-
ron filtrados posteriormente en base a sus valores de p (p<0.005) y la correlación entre 
ellos. Se seleccionaron los miARNs con los valores más bajos de p en cada grupo de 
correlación (234). Estos miARNs fueron seleccionados para desarrollar un modelo de 
predicción basado en expresión genes. El valor de la p de la prueba de log-rank para el 
riesgo entre los grupos se evaluó utilizando 1000 permutaciones aleatorias. Los análisis 
se realizaron en BRB-ArrayTools v3.6.2
43
 desarrollado por R. Simon y A.Peng (235).  
 
                                                 
43
 BRB-Arrays Tools es un paquete integrado para el análisis estadístico de los datos de expre-
sión de genes de microarrays.  





5.1 Desarrollo y Validación de un Modelo con Valor Pronóstico ba-
sado en la Expresión de miARNs en cáncer de mama 
5.1.1 Selección de Pacientes. Características clínico-patológicas 
Las características clínicas y anatomo-patológicas de las 172 pacientes incluidas 
en el estudio se describen en la Tabla 7. Se siguieron las recomendaciones REMARK 
(REporting recommendations for tumour MARKer prognostic studies)
44
 para la reco-
lección y descripción de las variables incluidas (236–238).  
La mediana de edad fue de 53 años (rango: 27-78). El tumor primario se locali-
zaba en la mama derecha en 77 pacientes (44.5%) y 95 (54.9%) en la izquierda. No 
hubo pacientes con tumores bilaterales. 
 La cirugía local que se realizó fue conservadora en 65 pacientes (37.6%) frente a 
radical en 107 (61.8%). En 57 pacientes (32.9%) se confirmó afectación extracapsular 
de los ganglios de la axila. Sólo se dispone de datos sobre la infiltración de bordes 
quirúrgicos en 67 pacientes, de las que sólo 2 (1.2%) tenían bordes positivos y en las 
que se amplió la cirugía según el protocolo del centro hasta conseguir márgenes quirúr-
gicos negativos. 
 Sesenta y siete pacientes (38,7%) tenían tumores pobremente diferenciados fren-
te a un 62,3% que tenían tumores moderadamente o bien diferenciados. En el tejido 
tumoral se objetivó la presencia de carcinoma in situ en 51 pacientes (30%) (Figura 8).  
 
                                                 
44
 Recomendaciones para repotar estudios de marcadores tumorales pronósticos.  













































































Figura 8. Presencia de carcinoma in situ en la muestra 
 
La distribución del tamaño tumoral se puede observar en la Tabla 7. Todas las 
pacientes tenían afectación axilar al diagnóstico: N1 99(57%), N2 54(31,2%), N3 
19(11%).  
Ciento treinta (75.1%) pacientes tenían receptores hormonales positivos. La so-
breexpresión de HER2 fue negativa en 75 pacientes (43.4%), HER2 + en 37 (31.4%), 
HER2++ en 7 pacientes (4.0%) y HER2+++ en 53 pacientes (30.6%). En las pacientes 
HER2++ (7 pacientes) y en 2 pacientes con HER2+++ se confirmó el resultado median-
te técnica FISH en las que el test resultó negativo en 8 (4.6%) y en una paciente se con-
firmó la positividad (0.6%) de HER2. La expresión de Ki67% se representa en la Figu-
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Figura 9. Expresión de Ki-67 por IHQ 
 
 
Figura 10.Subgrupos moleculares: luminal A, luminal B, HER2 y triple negativo 
  
De la población a estudio, 76 (43.9%) pacientes eran pre-menopáusicas al dia-
gnóstico frente a 96 (55.8%) que eran postmenopáusicas. El tratamiento hormonal ad-
yuvante que recibieron las pacientes con receptores hormonales fue el siguiente: 55 pa-
cientes (31.8%) recibieron tamoxifeno, 6 (3.5%) pacientes anastrozol, 2 (1.2%) letrozol, 
36 (20.8%) recibieron la secuencia tamoxifeno-letrozol, 9 (5.2%) recibieron la secuen-
cia tamoxifeno-exemestano, y 6 (3.5%) tamoxifeno combinado con análogo LH-RH. La 
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pués del 2007. Además no se aplicó ningún perfil genético de predicción del riesgo a las 
pacientes por los mismos motivos.  
 El tratamiento quimioterápico adyuvante que recibieron las pacientes fue el si-
guiente: 9 (5.2%) pacientes no recibieron ninguna quimioterapia, 42 (24.3%) pacientes 
recibieron esquemas sin antraciclinas (fundamentalmente esquema CMF ya descrito), 
106 (61.3%) recibieron un esquema con antraciclinas (AC seguido de CMF, adriamicina 
seguido de CMF y esquemas con epirrubicina, fundamentalmente FEC), y 15 (8.7%) 
recibieron tratamiento con antraciclinas y taxanos. El número de ciclos de quimioterapia 
adyuvante fue variable siendo la mediana de 6 ciclos (rango 1-8). El 75% (131) de las 
pacientes recibieron tratamiento adyuvante con radioterapia (Tabla 8).  
 Siete pacientes (4.1%) recibieron tratamiento con bifosfonatos (4mg de ácido 
zoledrónico intravenoso cada 6 meses durante el tiempo que recibieron tratamiento ad-
yuvante). 
 Con una mediana de seguimiento de 8,8 años, el 41% de los pacientes (71) pre-
sentaron recaída a distancia, con resultado de muerte en 41 casos, con pérdida de se-
guimiento en una de las pacientes que recayeron. 
 De las 106 recidivas, sólo 19 pacientes tenían confirmación histológica que co-
rresponde al 11% de las recidivas. En una de las pacientes que recidivó se realizó cirug-
ía de rescate (mastectomía derecha y posteriormente la paciente recibió tratamiento ad-
yuvante con letrozol). En todas las demás pacientes se realizó tratamiento con quimiote-
rapia (Tabla 8). De toda la población a estudio, 41 pacientes (23.7%) han fallecido du-
rante el periodo de seguimiento. 
 Dos pacientes tenían antecedentes de otro cáncer (un cáncer de cérvix y un car-
cinoma papilar de tiroides). Durante el seguimiento de las pacientes, 6 pacientes desa-
rrollaron un segundo tumor: 1 (0.6%) un carcinoma endometrioide, 1(0.6%) un carci-




noma de ovario, 1(0.6%) un carcinoma de pulmón, 1(0.6%), un carcinoma de recto, 
1(0.6%) un carcinoma de tiroides, y 1(0.6%) un sarcoma de endometrio. 












5.2 Generación de un Perfil Génico Reducido con Valor Pronóstico 
No todos los miARNs pudieron ser incluidos en el estudio, probablemente debi-
do a las diferencias de expresión tisular de cada miARN. Para cada uno de los miARNs 
con expresión positiva se calculó la supervivencia libre de enfermedad a distancia, clasi-
ficando a las pacientes en el grupo de riesgo que les correspondería según cada perfil. 
5.2.1 Identificación de miARNs medibles en FFPE 
En primer lugar el estudio se realizó sobre 19 muestras de la población 
seleccionadas aleatoriamente. Se seleccionaron aquellos miARNs que se expresaban en 
FFPE. Dentro de esas 19 muestras analizadas, se seleccionaron inicialmente los 
miARNs que al menos presentaran expresión medible en 7 de las 19 muestras, esto 
significa que al menos estuvieran en un tercio de las muestras (exactamente en un 
Quimioterapia adyuvante 
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36,8%) generando un modelo robusto. De los 663 miARNs, sólo 245 se expresaban en 
al menos 7 muestras, lo que supuso una reducción del 63% de los miARNs (Figura 11).  
 
Figura 11. Número de veces detectado los miARNs en las muestras de FFPE 
El eje de abscisas representa el número de veces que cada miARN se expresa en las 
muestras, de tal forma que se observa que más de 250 miARNs no se expresaban en ninguna 
muestra, probablemente en relación a la variedad tisular, y 80 miARNs aparecían de forma 
constante en las 19 muestras analizadas. El eje de ordenadas representa el número de miARNs 
que estará repetido a lo largo de las muestras. De esta forma se observa que hay unos 125 
miARNs que aparecen casi de forma constante (suma del 19+18+17), mientras que hay un 
número de miARNs (unos 80) que tienen una expresión errática (suma de 1+2+3).  
5.2.2 Selección de miARNs  
Posteriormente se seleccionaron aquellos miARNs que presentaron una alta 
correlación en los niveles de expresión entre las 19 muestras de tejido FF y tejido FFPE. 
Para determinar la concordancia entre los datos de muestras FF y FFPE se utilizó el 
coeficiente de correlación de Pearson entre los valores de expresión. De los 245 
miARNs la correlación era aceptable para 161 miARNs basado en el modelo de 
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Figura 12. Representación de la correlación entre las muestras de FFPE y FF 
  
Por último se aplicó un coeficiente de variación en la serie de muestras de FFPE 
mayor del 7%, para poder encontrar posteriormente diferencias en los resultados 
analizados. La Figura 13 muestra la aplicación del coeficiente de variación.  
 
Figura 13. Representación del coeficiente de variación en FFPE 
 
Para la selección de los microARNs que van a configurar el TaqMan Array final 
se aplicaron, por tanto, estos 3 criterios: 1) frecuencia: miARNs que estuvieran presen-
tes en al menos 7 de las 19 muestras; 2) correlación: miARNs con una buena correla-
ción entre las muestras de FF-FFPE; 3) variación: miARNs con un coeficiente de varia-
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miARNs para medirlos en las 172 muestras. Esto representa una reducción del 86% de 
los miARNs iniciales.  
5.2.3 Normalización de la expresión de los miARN 
Tras seleccionar el grupo de miARNs apropiados que funcionasen como 
miARNs de referencia se calculó el Factor de Normalización (FN) mediante la media 
geométrica de los miARNs seleccionados en cada método (Ver metodología 5.4.5). Una 
vez establecidos los factores de normalización según cada método, se calculó el valor de 
expresión para cada gen seg n la siguiente e presión: ΔCq, donde: 
   ΔCq = CqmiARN – FN 
5.2.4 Identificación de los mejores housekeeping
45
  
Un punto determinante en todo análisis cuantitativo con RT-PCR es la de utilizar 
genes “housekeeping”. Las características generales de los genes housekeeping es que 
se expresen en todas las células, de forma constante para poder asegurar un control 
interno en el proceso. En este estudio se identificaron los 4 mejores miARNs 
housekeeping (miARNs de referencia), empleando Normean. Para determinar el número 
de miARN housekeeping se hicieron modelos con 1, 2, 3, 4,5 y 6 (Figura 14).  
                                                 
45
 Los genes housekeeping son los genes de mantenimiento o constitutivos que se expresan en 
todos los tejidos.  





Figura 14. Modelo que muestra la correlación entre FF y FFPE dependiendo del 
número de housekeepings. Se observa que la correlación es máxima en 2, luego decrece con 
cada houskeeping. En el estudio se incluyeron 2 genes para la normalización pero por seguridad 
técnica se incluyeron un total de 4 genes. 
 
Finalmente se incluyeron 4 por seguridad en el proceso pero sólo se utilizaron 2 
para hacer la normalización. El análisis final se realizó en 91 miARNs seleccionados 
más los 4 miARNs de referencia para el control interno más 1 miARN control 
mandatorio. En cada tarjeta se analizaron 2 pacientes. Se empleó una configuración 
personalizada de TaqMan Arrays de 384 ensayos correspondientes a 2 pacientes 
estudiados por duplicado.  
5.3 Generación de modelos pronósticos 
 Se seleccionó un modelo basado en la expresión de 8 miARNs porque fue el que 
generó un modelo pronóstico más funcional. El Perfil de 8 miARNs fue calculado para 
cada muestra utilizando las medidas de expresión normalizadas. 
Para definir un punto de corte que estratificara a las pacientes según su riesgo de 
recaída se utilizó la herramienta bioinformática BRB Array Tools de manera que el 60% 
de las pacientes quedaran en el grupo de bajo riesgo. El valor p del log-rank test usado 
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ciones fue de 0,018. El perfil de 8 miARNs está formado por miR-21, miR-93, miR-99b, 
miR-572, miR-210 acutando como oncogenes y por miR-30e, miR-150 y miR 30a ac-
tuando como supresores tumorales. A continuación se muestran las curvas de Kaplan-
Meier para la población completa de los 172 pacientes (Figura 15). Se observa que se 
diferencian claramente 2 grupos con diferente probabilidad de recaída en funcion del 
perfil de 8 miARNs. Es por ello que se puede asignar un riesgo alto al grupo con alta 























Curvas de Kaplan-Meier para la población completa (n=172) con una me-
diana de seguimiento de 8,8 años. La mediana de SLE para las pacientes en el grupo 
de alto riesgo fue de 5.85 años y no se alcanzó en el grupo de bajo riesgo (HR: 3,75 CI 
95%: 2,27-6,19; p<0,0001).  
 
Figura 15. Análisis de supervivencia libre de enfermedad (SLE) para toda la pobla-














En el análisis de supervivencia global, los datos también se reproducen y dife-
rencia 2 poblaciones, la de alto riesgo en rojo y la de bajo riesgo en azul (Figura 16). La 
mediana de SG no se alcanzó en ninguno de los subgrupos. La SG a los cinco años para 
las pacientes en el grupo de bajo riesgo fue 98% frente a 72% para las de alto riesgo 
(HR: 4,51 CI 95%: 2,6-8,61 p<0,0001). 
 
Figura 16. Análisis de supervivencia global para toda la población en función del 
perfil de 8 miARNs. Curvas de Kaplan-Meier para la población completa (n=172) 
 
También se analizó si el perfil de 8 miARN tenía implicación pronóstica función 










Población Luminal A. No se encontraron diferencias durante los primeros 4 
años (Figura 17). La supervivencia libre de enfermedad a los 8 años es del 78% para el 
grupo de bajo riesgo y del 30% para el grupo de alto riesgo. La mediana de SLE en el 
grupo de alto riesgo (n=10) es de 4.95 años y no se alcanzó en el grupo de bajo riesgo 
(n=40) (HR: 6,71 CI 95%: 1,65-27,52 p<0,0112).  
 
Figura 17. Representa el análisis de la supervivencia libre de enfermedad en  















Población Luminal B. En este subgrupo la SLE a los 5 años es del 95% en el 
grupo de bajo riesgo y del 45% en el grupo de alto riesgo (Figura 18). La mediana de 
SLE en el grupo de alto riesgo (n=15) es de 4.52 años y no se alcanzó en el grupo de 
bajo riesgo (n=35) (HR: 6,93 CI 95%: 2,14-22,42 p<0,0003).  
 
Figura 18. Representa el análisis de la supervivencia libre de enfermedad en las 
pacientes con fenotipo Luminal B (n=50) 
 












 Población con RE-. En el subgrupo de pacientes con RE-, la mediana de SLE 
fue de 7.01 años para el grupo de alto riesgo (n=23) y no alcanzada para el grupo de 
bajo riesgo (n=18) (HR: 2,62 CI 95%: 0.98-7,026 p<0,061) (Figura 19).  
 
Figura 19. Análisis de la SLE en función del Perfil de 8 miARNs en pacientes  

















Población HER2-. En esta población las diferencias son más evidentes durante 
los primeros años con supervivencia libre de enfermedad a los 5 años del 90% y 45% 
para el grupo de bajo y alto riesgo respectivamente (Figura 20). Posteriormente las di-
ferencias se reducen pero siguen siendo significativas con supervivencia libre de enfer-
medad a los 10 años del 65% y 40% para el grupo de bajo y alto riesgo respectivamente. 
La mediana de SLE fue de 4.52 años para el grupo de alto riesgo (n=33) y no alcanzada 
para el grupo de bajo riesgo (n=85) (HR: 6,21 CI 95%: 2,82-13,67 p<0,0001).  
 














Población triple negativo. La supervivencia en el grupo de bajo riesgo es del 
90% a 4 años, frente al 45% en el grupo de alto riesgo (Figura 21). Los datos de super-
vivencia en esta población se mantienen a los 13 años de seguimiento. La mediana de 
SLE fue de 3.08 años para el grupo de alto riesgo (n=9) y no alcanzada para el grupo de 
bajo riesgo (n=9) (HR: 5,87 CI 95%: 1,13-30,27 p<0,028).  
 
Figura 21. Representa el análisis de la supervivencia libre de enfermedad en las 















Población HER2+. El perfil diferencia un subgrupo de bajo riesgo con un 70% 
de supervivencia libre de enfermedad a los 5 años, frente a solo un 55% en el grupo de 
alto riesgo (n=54) (Figura 22). La mediana de SLE fue de 7,1 para el grupo de alto 
riesgo (n=36) y no alcanzada para el grupo de bajo riesgo (n=18) (HR: 2.17 CI 95%: 
1,033-4.559 p<0,040).  
 
















Subpoblación RE+/HER2+. La SLE a los 5 años en este subgrupo es del 45% 
en el grupo de alto riesgo y un 70% en el grupo de bajo riesgo (Figura 23). A los 10 
años, la SLE para el grupo de alto riesgo es de un 25% y el grupo de bajo riesgo se man-
tiene una SLE del 70%. La mediana de SLE fue de 4,28 años para el grupo de alto ries-
go (n=10) y no alcanzada para el grupo de bajo riesgo (n=20) (HR: 2,98 CI 95%: 1,18-
7,49 p<0,065).  
 
Figura 23. Representa el análisis de la supervivencia libre de enfermedad en las 












Población RE-/HER2+. En este subgrupo, la SLE a los 5 años es del 65% en el 
grupo de alto riesgo y un 75% en el grupo de bajo riesgo (HR: 1,29 CI 95%: 0,35-4,75 
p<0,1). (Figura 24).  
 
Figura 24. Representa el análisis de la supervivencia libre de enfermedad en las 
pacientes con RE- y HER2+ (n=23) 
 
En la muestra analizada, el Perfil de 8 miARNs y la afectación axilar se comportaban 
como variables independientes en el análisis univariante y multivariante (Tabla 9).  
Tabla 9. Variables con valor pronóstico 
Factor pronóstico Chi square Df P value 
Afectación axilar 16,357 2 <0,0001 
Tamaño tumoral 4,22 2 0,12 
Grado 3,13 2 0,20 
@8miRScore 26,78 1 <0,0001 





Se realizó una validación del modelo en una base de datos pública para determinar con 
mayor independencia el valor pronóstico del Perfil de 8 miARNs. La población en la que 
se validaron los datos estaba formada por 152 casos de cáncer de mama primario locali-
zado, con libre acceso en GEO datase (número de acceso GSE37405) (231). Esta po-
blación estaba formada sólo por tumores con RE+, en pacientes postmenopáusicas y 
tratadas con tamoxifeno adyuvante durante al menos 3 años (240). A pesar de ser una 
población idéntica de nuestra población estudio, el Perfil de 8 miARNs demostró com-
portarse como un factor pronóstico en esta base de datos independiente (HR: 5.5 CI 
95%: 2,773-14,71 p<0,001) (Figura 25).  
 
Figura 25. Representa el análisis de la supervivencia libre en la población de vali-
dación con RE+ 
 







 El desarrollo de las nuevas tecnologías aplicadas a la medicina y en concreto su 
aplicación al cáncer, tiene un objetivo inequívoco: aumentar la supervivencia. El cáncer 
de mama por características socio-epidemiológicas es unos de los tumores donde más se 
ha avanzado en conocimiento molecular, siendo un ejemplo de la aplicación de la inves-
tigación genómica a la clínica. En las últimas décadas se ha presentado un avance im-
portante en la individualización de los tratamientos (241). El concepto de oncología 
personalizada y el entusiasmo por un tratamiento “a medida” surge del mayor conoci-
miento de la biología molecular aunque en el futuro será necesario para poder afrontar 
un modelo económico sostenible (242). Las ciencias aplicadas y el sistema de desarrollo 
de nuevos fármacos van en paralelo a un incremento continuo del coste global de los 
pacientes con cáncer. Aunque se están consiguiendo grandes avances en el gasto sanita-
rio en términos relativos, los costes sanitarios totales están aumentando de manera alar-
mante para poder mantener un equilibrio socioeconómico (243). Los nuevos estudios 
deben dirigirse no sólo a seguir aumentando la supervivencia de todos los pacientes con 
cáncer sino a buscar modelos sostenibles que permitan mejorar la supervivencia con 
estrategias más eficientes. 
  La caracterización del genoma ha permitido comprender mejor los mecanismos 
básicos del desarrollo tumoral, ayudando a definir los grupos pronósticos y avanzar en 
el desarrollo de tratamientos dirigidos (241). El progreso global en cáncer es impresio-
nante, pero en términos de supervivencia es todavía muy limitado, las tasas de defun-
ción en cáncer han variado mínimamente en los últimos 20 años en comparación con la 
reducción en las enfermedades cardiovasculares (244). En cáncer de mama, el progreso 




se refleja en una supervivencia global cercana al 90%: empezando con una detección 
precoz, un acercamiento multidisciplinar y una terapia más dirigida. Aunque por otro 
lado sigue representando que, a pesar de todos los avances, aún existe un 10% de muje-
res que se diagnostican con tumores de mama metastásicos y que son incurables, y por 
ende, mueren directamente por el cáncer de mama. Es un reto llegar a situaciones como 
la leucemia mieloide crónica donde se ha conseguido remisión completa en casi el 96% 
de los pacientes (245).  
 El marco ideal como solución global al cáncer es la prevención. Ser capaces de 
idear una estrategia primaria que pudiera evitar el desarrollo del tumor debería ser el 
epicentro de las investigaciones. El segundo escalón para aquellos pacientes en los que 
no se ha conseguido evitar el desarrollo tumoral sería conseguir una detección y manejo 
precoz de la enfermedad (prevención secundaria) (246). El objetivo último en la pre-
vención secundaria sería asignar a las pacientes el tratamiento menos tóxico con el ma-
yor beneficio para evitar la recaída tumoral. ¿Somos capaces de hacer una buena pre-
vención primaria o secundaria? Esa puede ser la clave; desafortunadamente cuando las 
pacientes tienen tumores de mama avanzados sólo somos capaces de contralar la enfer-
medad durante meses o algunos años y excepcionalmente capaces de curarlo. A pesar de 
las pruebas irrefutables que respaldan los beneficios médicos y económicos de la pre-
vención y la detección temprana, los esfuerzos actuales de control de la enfermedad 
carecen de fondos suficientes. Mientras que los costes sanitarios se disparan, la inver-
sión en la prevención se estima en menos del 6% del total de los gastos anuales de salud 
en países de primer nivel como Estados Unidos (247). 
 Desde un punto de vista más pragmático, la práctica clínica sigue basándose en 
un modelo extremadamente simplista: las pacientes se notan un nódulo o las mamograf-
ías detectan una lesión, el patólogo la analiza y decide si es tumoral o es normal. Existe 




un gran avance técnico: mamografía mejorada, escáner, resonancia, PET-scan con nue-
vos radiotrazadores o incluso células tumorales circulantes, pero siempre en la misma 
línea de detectar lo que deberíamos intentar fuera evitable: el desarrollo del cáncer de 
mama.  
 La clasificación patológica se ha perfeccionado con las determinaciones de 
RRHH, HER2 y Ki67, pero probablemente se culmine con el análisis molecular de alto 
rendimiento. La nueva clasificación genómica ha abierto una puerta a una mayor com-
prensión de la evolución del cáncer de mama. Sin embargo no hay aplicación al scree-
ning, no hay test moleculares precoces capaces de detectar lesiones pretumorales; todav-
ía no hay información suficiente acerca de la secuenciación masiva, interpretación del 
transcriptoma o aplicación del proteoma para prevenir, detectar o tratar tumores pre-
cozmente. La complejidad del genoma y la segmentación molecular hacen extremada-
mente difícil asignar pronósticos individualistas y sin embargo, herramientas que permi-
tan analizar y, sobretodo interpretar análisis del genoma, o un perfil de miARNs puede 
ayudar a segmentar el pronóstico de los tumores de mama, permitiendo decidir qué pa-
cientes precisan más quimioterapia o qué pacientes precisan un seguimiento más ex-
haustivo por alto riesgo de recaída. 
 Asignar un pronóstico individual a cada paciente es uno de los retos más impor-
tantes de la medicina personalizada. Este objetivo precisa de modelos sólidos y valida-
dos en cada uno de los niveles. Es un hecho indiscutible la importancia de la biología 
molecular en el cáncer de mama, luego ¿cómo es posible que existiera hasta hace relati-
vamente poco tiempo hasta un 20% de falsos negativos en la determinación del RE, un 
15% de falsos positivos en la determinación del RP y un 15% en la determinación de 
HER2? (248). Las técnicas se van mejorando paulatinamente, pero todavía están lejos 
de perfección (249). Obviamente, hay muchos factores como la variabilidad, la técnica 




o el propio factor humano pero se deben aunar recursos para encontrar estrategias que 
optimicen los resultados que determinan el tratamiento y evolución de las pacientes.  
 La siguiente pregunta en la compresión del cáncer de mama sería ¿por qué es tan 
difícil tratar el cáncer de mama cuando es metastásico? Como norma, cuando un tumor 
es metastásico se considera un tumor incurable. El principal problema es que coexisten 
múltiples complejos factores como la senescencia tumoral o la resistencia intrínseca a 
quimioterapia. Los tumores metastásicos pueden ser tratados y se pueden controlar por 
un período razonable de tiempo, pero en general se dispone de un arsenal de fármacos 
limitado luchando contra un tumor donde predomina la heterogeneidad. Esa heteroge-
neidad hace necesario la incesable búsqueda de herramientas y técnicas que permitan 
entender mejor la evolución y la importancia de las diferencias en el propio tumor y con 
las metástasis. Encontrar elementos que ayuden a identificar por qué los tumores tienen 
diferentes respuestas a un mismo tratamiento aunque presenten el mismo fenotipo.  
La oncología personalizada busca asignar un pronóstico a cada tumor, con sus carac-
terísticas biológicas, con un tratamiento adaptado al riesgo exacto de esa paciente. El 
último fin de la medicina personalizada representa un tratamiento específico para cada 
tumor en cada paciente.  
6.2 Limitaciones del Estudio.  
6.2.1 Sesgo de selección de las pacientes 
 En primer lugar hay que recordar las limitaciones de todo estudio retrospectivo. 
Estas limitaciones incluyen los sesgos de selección del paciente y de tratamiento. Los 
datos de las pacientes seleccionadas a las que se les ofreció cada uno de los tratamientos 
no se pueden definir en retrospectiva aunque se siguieran aparentemente los patrones 
estándar del momento que se trataron. Existe además un mayor riesgo en la recogida de 
datos, al no ser un estudio prospectivo. Dentro de las variables que pueden confundir en 




la selección de las pacientes es que en la propia selección de cada tratamiento influyeron 
características clínico-patológicas como la edad o las comorbilidades de las pacientes. 
Por otra parte todas las muestras provienen de un mismo centro y probablemente no 
representando toda la población. Algunos de los tratamientos y combinaciones de qui-
mioterapia que recibieron las pacientes no son estándar en el momento actual lo que 
hace más difícil la interpretación de los resultados.  
6.2.2 Sesgo del procedimiento de selección 
 Para la selección de pacientes, se recurrió al registro de tumores del “Hospital 12 
de Octubre”. En los registros pueden existir pérdidas de pacientes derivadas de proble-
mas como pacientes más complejos, pacientes no representadas, pacientes procedentes 
de otros centros o derivados por distintos motivos que en el momento de realizar el es-
tudio no están disponibles. Este seguimiento que a menudo se desconoce puede incurrir 
en un sesgo administrativo pero que podría tener asociado una implicación socio-
económico-cultural. Aquellas pacientes con menor soporte social o por el contrario pro-
veniente de centros privados pueden no estar representadas. En la selección de pacientes 
con ganglios positivos, no podemos descartar la inclusión de alguna paciente falso posi-
tivo, es decir que no tuviera realmente afectación axilar, artefactando la muestras y ex-
cluye algunas de las pacientes de la cohorte que no fueron incluidas por ser un falso 
negativo en las pruebas exploratorias.  
6.2.3 Sesgos de medición 
 Toda técnica tiene un error de medición, con las técnicas actuales puede existir 
un error en la medición de receptores hormonales y HER2 de hasta un 20%(248). Este 
sesgo complica la interpretación de cualquier estudio, siendo más importante cuanto 




más pequeña es la muestra. Sin embargo la ventaja del perfil de miARNs del presente 
estudio es que permite una aplicación global independiente del fenotipo. 
6.2.4 Sesgo del tiempo y evolución 
 El presente trabajo se basa en una cohorte con mujeres diagnosticadas entre los 
años 1995 y el año 2000. Debemos asumir que el cáncer es una enfermedad dinámica, y 
lo es de la misma forma que las pacientes. Factores como la obesidad, la dieta o la con-
taminación pueden afectar a un población y hacerla diferente a lo largo de los años. En 
el caso concreto de la obesidad en España y en especial la obesidad mórbida se ha in-
crementado en un 200% desde al año 1993 al 2006 (250). Sabemos que tanto el medio 
ambiente externo como el micro ambiente interno son determinantes en el desarrollo y 
la evolución de las enfermedades, y en el cáncer de mama es un factor de riesgo conoci-
do. Por ello deberíamos asumir que hay un riesgo de que el modelo propuesto basado en 
esta cohorte no fuera completamente amoldable a una población actual o futura.  
 Por otro lado en el análisis de datos es fundamental entender las variables, los 
resultados y relacionar cómo se definieron y codificaron las variables. Por desgracia la 
mayoría de los datos que tenemos, aunque esto ocurre casi siempre en la actualidad, son 
datos discretos. Pensemos por ejemplo en la anatomía patológica de las muestras de las 
pacientes. No sabemos realmente sí la heterogeneidad de la muestra podría ser diferente 
en los receptores hormonales o HER2. O incluso, somos incapaces de saber si el tumor 
tuvo modificaciones moleculares previas a la cirugía que pudieran ser determinantes. 
Sabemos que el cáncer es algo dinámico, que hay acumulación de mutaciones en genes, 
cambios en proteínas. Tenemos que intentar entender el cáncer como algo más dinámico 
en todas sus variantes, incluyendo los miARNs. Demasiadas incógnitas en la ecuación 
resultado, y por ende en cualquier modelo por robusto y sólido que pueda parecer.  




6.3 Análisis y selección del Perfil de 8 miARN  
 La utilización de la técnica de Taqman qRT-PCR en el análisis de expresión de 
miARNs ha sido previamente probada y comparada con otras técnicas, como el análisis 
con microarrays de tejido fresco, con un grado de correlación muy elevado (correlación 
R2 del 0.875), siendo superponibles los resultados obtenidos (251). Este método permi-
te la amplificación del ARN de cantidades tan pequeñas como 250 pg de miARN, y por 
ello es realizable en cantidades muy pequeñas de tejido tumoral. En el estudio, inicial-
mente se realizó una comparación entre tejido fresco y FFPE. La validación del estudio 
supone una ventaja añadida ya que permite la utilización de tejido tumoral incluido en 
parafina (252). La posibilidad de reproducir la técnica en tejido parafinado supone la 
posibilidad de realizar el estudio en la práctica totalidad de pacientes, de modo que la 
información clínica a correlacionar es mucho más completa.  
La qPCR se considera un estándar para la cuantificación de la expresión génica y 
ha sido ampliamente utilizado como un método de validación de los estudios de microa-
rrays. Sin embargo, una de las limitaciones es que tiene un rendimiento relativamente 
bajo, precio relativamente elevado y la técnica precisa mucha elaboración, realizada 
típicamente en un formato de placas de 96 o de 384 pocillos (253). La tecnología de 
microfluidos recientemente desarrollada permite un rendimiento significativamente ma-
yor, puede realizar el análisis para un grupo mucho mayor de muestras, reproduce los 
ensayos en tiempos menores y con un coste inferior (254). Esta técnica ha sido aplicada 
ya a estudios con miARNs de forma satisfactoria (253).  
La normalización de cualquier RT-PCR es uno de los pasos más importantes en 
el análisis cuantitativo de genes y por ende de miARNs. El objetivo de la normalización 
es eliminar las variaciones que no son consecuencia del tumor per sé. Estas variaciones 
pueden ser debidas a la selección de la muestra, la heterogeneidad de la muestra, la es-




tabilización, la extracción del ARN, etc. Idealmente, el housekeeping perfecto sería un 
ácido nucleico con expresión invariable a través de todas las muestras, que se expresara 
en las células diana de interés y que se mantuviera estable durante el almacenamiento, la 
extracción y durante la cuantificación. Aparentemente ese housekeeping no existe (255). 
Otro punto importante en la identificación de los miARNs housekeeping es la dificultad 
añadida debido a que representa aproximadamente el 0.01% de la masa total de una 
muestra de ARN y esta fracción es muy variable (256).  
 El cálculo del número mínimo de genes en la generación de un modelo es tam-
bién complicado. Uno de los modelos con los que se trabajó fue un modelo con 12 
miARNs que aunque producía un modelo pronóstico robusto probablemente tenía in-
formación redundante o solapada y tenía menor impacto sobre la población (HR 2,86; 
IC95% 1,78-4,60; p<0.0001). Finalmente el modelo de 8 genes era el que tenía un me-
jor comportamiento y aportaba mayor información sobre la muestra (HR 3,75, IC 95% 
2,27- 6,19; p<0.0001).  
6.4 Perfil de 8 miARNs con valor pronóstico 
 Los perfiles moleculares genómicos tienen potencial para cambiar el pronóstico 
asignado y/o el tratamiento planificado de las pacientes con cáncer de mama. Sin em-
bargo los escasos test empleados en la práctica clínica, todavía tienen algunas contro-
versias abiertas y los propios médicos no tienen definida completamente su implicación 
y aplicación de forma estandarizada. En el momento actual, y pese a su empleo no tie-
nen más influencia que los estándares clínicos y patológicos desarrollados en el siglo 
pasado (257). Los diferentes perfiles genéticos se implantarán y mejorarán en los 
próximos años. Probablemente se necesite una integración global de todos los procesos 
celulares y que implique un perfil ampliado considerando la genética, epigenética, pro-
teómica y metabolómica.  




Una de las herramientas clave en el avance del conocimiento molecular han sido 
los microarrays de expresión que permiten realizar múltiples predicciones en un solo 
experimento. Son capaces de generar al mismo tiempo datos pronósticos y predictivos, 
reduciendo el coste y mejorando la relación coste-efectividad de estos test (258). Con 
los progresos tecnológicos deberíamos ser capaces de especificar el riesgo de recaída de 
un tumor y determinar el beneficio exacto de la terapia endocrina y la quimioterapia por 
separado.  
Muchos de los test genéticos disponibles actualmente, están basados en estudios 
retrospectivos de cohortes de pacientes. Sólo los estudios prospectivos, dentro de gran-
des ensayos clínicos aleatorizados pueden aportar suficiente nivel de evidencia para 
producir un cambio sustancial en la práctica clínica diaria. Sin embargo estos estudios 
requieren muchos años para conseguir respuestas sólidas y, tanto los pacientes como los 
clínicos demandan esas respuestas en el presente.  
 Se propone un modelo pronóstico basado en los niveles de expresión de ocho 
miARNs (Perfil de 8 microARNs) para ser utilizado en mujeres con cáncer de mama con 
afectación axilar. El índice se ha desarrollado para ser determinado utilizando RT-qPCR 
a partir de muestras FFPE. Identifica pacientes de alto riesgo de recaída en nuestra serie 
de pacientes. Este perfil de expresión génica ha sido desarrollado en tumores de todos 
los subtipos histológicos y aunque algunos subgrupos, como el subgrupo de pacientes 
HER2, sean minoritarios, se comporta con un factor aparentemente independiente en 
todos ellos según el modelo generado.  
 La regulación sistémica genómica permite realizar modelos de redes interconec-
tando los genes y los reguladores de genes como los miARNs. Dependiendo del grado 
de abstracción y de los datos empíricos hay diferentes sistemas de generación de mode-
los. Cualquier sistema en la generación de modelos y algoritmos tiene una contrariedad 




inevitable; se engloban demasiadas variables, probablemente algunas innecesarias, pero 
que no se pueden controlar de forma absoluta. La tecnología avanza rápidamente, los 
modelos computacionales son más robustos, pero la generación de los modelos tiene 
todavía variables de las que probablemente no somos conscientes. Los algoritmos que 
aparentemente pueden predecir ecuaciones sencillas, en ocasiones producen confronta-
ciones de los datos que podrían pasar inadvertidos. Los resultados que se obtienen en 
estos modelos, son datos matemáticos, datos físicos aplicados a la investigación e im-
plican un riesgo de representar un falso positivo o negativo. Además pueden existir pa-
trones ocultos en datos de expresión génica. Por eso es tan importante la validación de 
los modelos en diferentes poblaciones para tener más seguridad de los resultados obte-
nidos.  
 Después de generar un modelo de miARNs como factor independiente pronósti-
co, surge la pregunta sobre cuál es la magnitud del beneficio del Perfil de 8 miARNs 
como factor pronóstico. Desde un punto de vista puramente analítico, supone un benefi-
cio absoluto relativamente importante ya que clasifica a las pacientes dicotómicamente 
en un grupo que implica un pronóstico 4 veces peor (HR 4,02; p<0.0001), pero además 
desde un punto de vista más conceptual, supone otro importante paso en la subclasifica-
ción añadiendo una nueva variable en la ecuación pronóstica de los tumores de mama.  
 En la población a estudio, el Perfil de 8 miARNs identifica dos grupos de pacien-
tes cuya con tasas de SLE y SG claramente diferentes (Figuras 15 y 16). Además estas 
diferencias se mantienen en casi todos los subgrupos (Figuras 17-23). La aplicación del 
Perfil de 8 miARN a cada uno de los diferentes subgrupos puede ser importante porque 
añade información pronóstica, permitiendo dividir cada subpoblación en un grupo de 
alto y otro de bajo riesgo. El Perfil de 8 miARNs supone una subclasificación sobre la 
muestra; cada nueva subclasificación y aumento en la caracterización de los tumores 




supone un pequeño avance en la futura individualización del tratamiento. Perfiles que 
producen un comportamiento dual: alto riesgo- bajo riesgo son más aplicables en la 
práctica real, como ocurre con el test de Mamaprint.  
6.5 Meta-validación 
La validación de los datos es el proceso por el cual se confirma que los resulta-
dos obtenidos se ajustan a las limitaciones y a las normas establecidas para su aplica-
ción. La validación de los datos reduce los errores. Puede confirmar que los resultados 
son válidos mediante la aplicación del modelo en otro conjunto de datos. La meta vali-
dación permite utilizar otras bases de datos de diferente estudios para comprobar los 
resultados de otros estudios.  
La generalización a través de diferentes estudios y la validación debe ser un paso 
antes de la aplicación generalizada de cualquier descubrimiento. Combinar información 
de múltiples estudios puede aumentar la rigurosidad, validez y potencia la generaliza-
ción de los resultados. La producción puede resultar complicada debido a que la infor-
mación recogida puede ser diferente, no completamente descrita, o sólo publicada in-
formación relevante de forma arbitraria. Uno de los inconvenientes es que se pueden 
añadir algunos sesgos relacionados con el procesamiento de los algoritmos en los estu-
dios originales (259). En grandes estudios es importante analizar la calidad de los datos, 
en este caso los arrays, para evitar posibles diferencias sistemáticas como puede ser la 
medida de expresión de un miARN.  
Las principales ventajas de la meta validación es la relativa rapidez y la posible 
comprobación del modelo. Al analizar, las bases de datos con información genómica 
con libre accesibilidad, hay que prestar especial atención al diseño del estudio que ge-
neró los datos; el primer paso ideal es descargar, si están disponibles, todos los datos y 
repetir la normalización y las comprobaciones de control de calidad para, una vez re-




producido el estudio, realizar su análisis. Es importante que los bioestadísticos sean 
conscientes de la reproducibilidad de los algoritmos. Con respecto a la interpretación de 
los resultados, hay que tener en cuenta el poder estadístico de un estudio particular y 
corregir las múltiples pruebas de hipótesis. Por último, la prueba más rigurosa para eva-
luar la importancia de estas conclusiones es la capacidad de reproducir los resultados en 
conjuntos de datos independientes (260).  
6.6 Perfil biológico de los componentes del Perfil de 8 miARNs  
 A continuación describo la evidencia científica de cada unos de los miARNs 
seleccionados en el perfil para mejorar su implicación pronóstica en el marco del cáncer 
de mama.  
6.6.1 MicroARN-30e ** miR-30e  
Localización: 1p34.2 
Secuencia: Cromosoma 1; NC_000001.10 (41220027..41220118) 
 
 








Datos en la literatura sobre miR30e.  
 Se ha descrito que la expresión de miR-30e está relaciona con la expresión de 
interferon alfa (IFN- α). La expresión está correlacionada negativamente con granzima 
B y los niveles de proteína de perforina, respectivamente, durante la activación de IFN- 
α en células humanas (261). En cáncer de mama el miR30e se ha relacionado con la 
expresión de HER2 en cáncer de mama precoz (262).  
6.6.2 MicroARN-30a ** miR-30a  
Localización 6q13 
Secuencia: Cromosoma 6; NC_000006.11 (72113254..72113324) 
 
 
Figura 27. Esquema genómico del miR 30-a (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) 
 
 Datos en la literatura del miR-30a  
 MiR-30a regula negativamente DLL4
46
 e inhibe la proliferación y migración de 
las células endoteliales. En el cáncer renal de células claras (ccRCC), DLL4 está sobre-
expresado en general y en particular en los pacientes con metástasis hematógenas (263). 
Se ha descrito que la expresión de miR-30a está reducida en los tejidos tumorales y es-
pecíficamente en las metástasis hematógenas de ccRCC. Además, la expresión de miR-
                                                 
46
 DLL4 es un ligando endotelial de la vía de señalización Notch está implicada en el control de 
la angiogénesis tumoral y la progresión tumoral.  




30a se correlacionó inversamente con la expresión de DLL4
46
 (264) y densidad de los 
microvasos. El nivel bajo de miR-30a indicó también una mayor probabilidad de des-
arrollar metástasis. Más importante aún, la expresión de miR-30a se comportaba como 
un predictor independiente de metástasis hematógena en el ccRCC (263). 
 Se ha estudiado la interacción de miR-30a y uno de sus genes diana Vim, que 
codifica para vimentina, proteína fundamental en la transición epitelio-mesénquima. Se 
ha sugerido que su acción está directamente relacionada con la invasión y metástasis en 
las células tumorales (265).  
 En el cáncer de mama miR-30a se ha propuesto como un gen supresor en el de-
sarrollo tumoral y en el desarrollo de metástasis. Estudios en líneas celulares demostra-
ron que la expresión ectópica de miR-30a producía supresión del crecimiento tumoral y 
las metástasis in vitro. De forma paralela los modelos tumorales en ratón revelaron que 
miR-30a controlaba el crecimiento tumoral y las metástasis pulmonares. Se ha descrito 
que el nivel de expresión del miR-30a es significativamente menor en tejido tumoral de 
mama que en tejidos pareados de estructura mamaria normal. Además se ha encontrado 
una relación inversa en la expresión de miR-30a y las metástasis ganglionares y pulmo-
nares (266).  
6.6.3 MicroARN-21 ** miR-21 
Localización 17q23.1 
Secuencia: Cromosoma 17;NC_000017.10 (57918627..57918698) 
 





Figura 28. Esquema genómico del miR-21 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) 
 
 Datos en la literatura del miR-21 
 Existen muchos datos sobre la relación de miARN-21 y el cáncer. La mayoría de 
los estudios en líneas celulares y modelos animales determinan el papel fundamental en 
la del miR-21 en la regulación de la apoptosis.  
 
Figura 29. Esquema de la implicación del miR-21 en la apoptosis (267). 
  
En la mayoría de los artículos publicados el miR-21 se presenta como un supre-
sor tumoral. A través de la supresión funcional, miR-21 está implicada en casi todos los 
procesos oncogénicos: la proliferación celular, invasión y metástasis, la inestabilidad 
del genoma y las mutaciones secundarias, la inflamación, la inmortalización de replica-
ción, el metabolismo alterado, la angiogénesis y apoptosis, la destrucción inmune, y la 
supresión del crecimiento. En particular, el miR-21 está fuertemente involucrado en la 
apoptosis (Figura 29) de lo que se extrae que el miR-21 es un oncogén que desempeña 
un papel clave en la resistencia a la muerte celular programada en células cancerosas y 




que la orientación de la apoptosis es una opción terapéutica viable contra cánceres que 
expresan el miR-21(267).  
 La sobreexpresión omnipresente del miR-21 pone de relieve la importancia de 
dirigir la apoptosis como una herramienta terapéutica para el cáncer. Sin embargo aún 
no está aclarado si miR-21 es simplemente un regulador positivo o es capaz de iniciar la 
tumorogénesis (268). Además, miR-21 se ha propuesto como biomarcador tumoral 
(269). 
  Los genes diana del miARN-21 dentro de la cascada de la apoptosis incluyen 
genes en la vía intrínseca y en la extrínseca.  
Genes diana del miR-21 
 PDCD4  
 El programador de muerte celular 4 (Pdcd4) se une a IF4E para regular la tra-
ducción, actuando así como un supresor de tumoral. En las células de cáncer de mama, 
miR-21 se encuentra aumentado a través de la estimulación de HER2 (270). Las células 
HER2+ exhiben una baja regulación de Pdcd4 (271). Esta actividad oncogénica, tam-
bién se ha demostrado la actividad oncogénica en glioblastomas y cáncer colorrectal.  
 Un estudio demostró que AP-1 es un factor de transcripción que induce la expre-
sión de miR-21 en respuesta a la señalización de Ras (272). A través de esta vía, Ras 
inhibe PTEN y Pdcd4. Pdcd4 también es un mediador de la apoptosis inducida por LPS 
(lipopolisacárido) (273). La Señalización de LPS a través de Toll-like receptor 4 
(TLR4) provoca un aumento en la expresión de Pdcd4. En respuesta a LPS, la inducción 
de IL-6 y la apoptosis inducida por NF-kB son dependientes de la expresión de Pdcd4. 
Además de la inducción de apoptosis, NF-kB también induce la expresión de miR-21, 
formando un bucle de retroalimentación negativo por la orientación Pdcd4. De esta ma-
nera, Pdcd4 responde a señales extrínsecas para inducir la apoptosis. La señalización de 




LPS difiere de la señalización de apoptosis en la tumorogénesis, sin embargo Pdcd4 y 
miR-21 proporcionan vínculos fundamentales entre la inflamación y la oncogénesis 
(274). 
 SPRY 
Los miembros de la familia de Sprouty (SPRY) median la señalización del re-
ceptor tirosina quinasa en respuesta a factores de crecimiento. Además modulan la vía 
de las MAP quinasas (MAPK). SPRY1 evita la inhibición de las ciclinas dependientes 
de quinasas (CDK) por inhibidores como p21. Parece que puede actuar como una onco-
proteína y su sobreexpresión se ha correlacionado con el cáncer de mama (275). 
 PTEN  
PTEN inhibe la vía de Akt mediante la inversión de la fosforilación de la fosfa-
tidilinositol 3 quinasa (PI3K). La vía PI3K/PTEN/Akt controla los aspectos claves de la 
función celular: crecimiento, proliferación y supervivencia, motilidad y metabolismo. 
En las células de cáncer de mama, PTEN controla la apoptosis y la detención del ciclo 
celular de forma independiente (276). PTEN se encuentra mutado frecuentemente en 
tumores sólidos. La transfección de las células no tumorales con miR-21 provocó un 
aumento de la migración de las células. Se demostró que miR-21 actúa directamente 
sobre PTEN a través de sitios en su extremo 3 'UTR (277). PTEN además está directa-
mente relacionado con la apoptosis por vía extrínseca a través de la mediación de la 
señalización de TNF y por la vía intrínseca por la mediación de la expresión de factores 
de apoptosis mitocondrial. 
 CDK2AP1 
 MiR-21 disminuye la expresión CDK2AP1, un gen supresor de tumores, y esti-
mula la proliferación celular y la invasión tisular (278).  





 El receptor alfa activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR) es un recep-
tor nuclear que actúa como un factor de transcripción para regular la expresión de genes 
implicados en la diferenciación celular, el desarrollo, el metabolismo y la tumorogénesis 
(279). El miR-21 desempeña un papel significativo en la migración celular inducida por 
hipoxia. En hipoxia, las células muestran niveles muy bajos de PPAR debido a la supre-
sión inducida por el miR-21. Esto conduce a la supresión de la proliferación inducida 
por la hipoxia y la migración (280).  
6.6.4 MicroARN-210 ** miR-210 
Localización: 11p15.5 
Secuencia: Cromosoma 11; NC_000011.9 (568089.568198) 
 
 
Figura 30. Esquema genómico del miR-210 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) 
 
 Datos en la literatura del miR-210 
 MiR-210 inhibe la proliferación celular mediante la interacción con proteínas 
que son cruciales para la progresión del ciclo celular. MiR-210 en situación de hipoxia 
se dirige directamente a E2F3 en una amplia variedad de células. E2F3 pertenece a la 
familia de factor de transcripción E2F, participan en la regulación de la proliferación 
celular, la diferenciación y la respuesta apoptótica (281). E2F3 promueve la prolifera-




ción celular por lo que permite la progresión del ciclo celular de G1 a la fase S y el ini-
cio de la replicación del ADN. Su expresión es alta en una amplia variedad de células 
incluyendo las células epiteliales mamarias, células escamosas esofágicas y las células 
de cáncer cervical. El perfil de expresión de miR-210 es diferente en las células tumora-
les y en las células sanas. Además, algunas de las proteínas diana de miR-210 tienen 
diferentes funciones en diferentes tipos de células (282). 
 MIR-210 mantiene la supervivencia de las células pluripotenciales.  
 En miR-210 sostiene la supervivencia celular en condiciones de hipoxia (283). 
Algunos estudios han demostrado que el miR-210 promueve la supervivencia de células 
madre a través de las proteínas caspasa-8-asociada a la proteína 2 (CASP8AP2), o aso-
ciada al homólogo de proteína (FLASH), una proteína que facilita la apoptosis inducida 
por Fas (284). 
 MIR-210 reprime metabolismo mitocondrial 
 Existen datos que avalan que miR-210 inhibe el metabolismo mitocondrial; se 
dirige a un gran un número de proteínas que son cruciales para el correcto funciona-
miento del ciclo de Krebs. MiR-210 en condiciones de normoxia puede inhibir la pro-
ducción de energía mitocondrial (285); alterar el potencial de membrana y la estructura 
mitocondrial (286) e inducir la acumulación de lactato (287). El homólogo del clúster 
hierro-azufre (ISCU) 1/2 es uno de los blancos directos de miR-210. La expresión de 
ISCU1/2 se correlaciona negativamente con el nivel de miR-210 en diferentes tipos de 
células y específicamente en las células tumorales de mama (288). La expresión consti-
tutiva de la forma de miR-210-resistente a ISCU1 / 2 (desprovisto de la región 3'UTR) 
revierte parcialmente la inhibición de miR-210-dependiente de la actividad de la respi-
ración mitocondrial (287). Esto indica que el miR-210 se dirige contra ISCU1 / 2 para 
suprimir las funciones mitocondriales durante la hipoxia. Además miR-210 regula la 




proteína de ensamblaje citocromo c oxidasa (COX10) y succinato deshidrogenasa sub-
unidad D (SDHD) (286), controlando la represión de la respiración mitocondrial. La 
condición de hipoxia que depende de miR-210 sirve como un potente inhibidor del me-
tabolismo mitocondrial. Curiosamente, el miR-210 inducible por hipoxia sigue siendo 
elevado incluso después de regreso al ambiente normóxico, lo que sugiere que el efecto 
de miR-210 es de larga duración (289).  
 Implicación de miR-210 en la reparación del ADN 
 El miR-210 puede silenciar el sistema de reparación del ADN por medio de la 
enzima RAD52 (290). RAD52 es una proteína que fija y repara el ADN de doble cade-
na, repara los huecos en la cadena simple de ADN y facilita la acción de RAD51 duran-
te la recombinación (291). MiR-210 se une directamente a la región 3´UTR de RAD52 
provocando la represión transduccional (290).  
 MiR-210 induce la angiogénesis 
 Como mediador de la hipoxia, miR-210 mantiene la angiogénesis en las células 
endoteliales (289). MiR-210 actúa disminuyendo la acción de EFNA3, una proteína de 
la familia de las efrinas que se encargan del desarrollo vascular y además actúa directa-
mente a través de una proteína tirosina-fosfatasa 1B (PTP1B) (289) que regula negati-
vamente la señalización de VEGF (Factor de Crecimiento del Endotelio vascular) me-
diante la defosforilación de VEGFR2 (Receptor 2 del Factor de Crecimiento del Endote-
lio Vascular) en las células endoteliales (292). La elevación de miR-210 conduce a la 









6.6.5 MicroARN- 93 ** miR-93 
Localización 7q22.1 
Secuencia: Cromosoma 7; NC_000007.13 (99691391.99691470) 
 
 
Figura 31. Esquema genómico del miR-93 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) 
 
 
 Datos en la literatura del miR-93 
 Se ha descrito como un factor pronóstico negativo en cáncer de colon (293). 
Promueve el crecimiento tumoral y la angiogénesis a través de las integrinas (294). 
MiR-93, es miembro del clúster mir-106b-25, que se encuentra en el intrón 13 del gen 
MCM7
47
. Frecuentemente está sobreexpresado en tumores aunque también puede actuar 
como un gen supresor de tumores. En cultivo celular, la expresión de miR-93 mejora la 
supervivencia celular y la invasión. Actúa sobre LATS2, un gen supresor de tumores. 
Niveles altos de LATS2 se asocian con mayor muerte celular en la masa tumoral mien-
tras que el silenciamiento de LATS2 promueve la supervivencia celular (294). En uno de 
los estudios realizados sobre este miARN en líneas celulares de cáncer de mama y 
xenoinjertos de ratón, se observó que el miR-93 modula y controla las células pluripo-
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 La proteína codificada por este gen es la proteína 7 de mantenimiento para cromosomas mini 
(MCM) que son esenciales para la iniciación de la replicación del genoma en las células eucariotas. 




tenciales mediante la regulación de la proliferación y diferenciación de los estadios tu-
morales. Además miR-93 induce la transición epitelio-mesénquima (295).  
6.6.6 MicroARN-150 ** miR-150 
Localización: 19q13.33 
Secuencia: 19; NC_000019.9 (50004042..50004125). 
 
 
Figura 32. Esquema genómico del miR-150 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) 
 
 Datos en la literatura del miR-150 
 Un estudio ha demostrado que miR-150 está aumentado de forma aberrante en 
tejido de cáncer de pulmón y se correlaciona negativamente con la expresión del gen 
propapotótico p53 pero no EGFR2 (296). Los autores mostraron que miR-150 actúa 
sobre 3´UTR de p53 y regula su expresión, retrasando la proliferación celular y pro-
mueve la apoptosis (aumenta la expresión de p53). También se ha estudiado que miR-










6.6.7 MicroARN-99b ** miR-99b 
Localización 19q13.41 
Secuencia: Cromosoma 19; NC_000019.9 (52195865..52195934) 
 
 
Figura 33. Esquema genómico del miR-99b (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) 
  
 Datos en la literatura del miR-99b 
 El miR-99b pertenece a la familia miR-99 (miR-99a, 99b, 99c). Diferentes estu-
dios han demostrado la que la familia de miR-99 actúa sobre IGFR (Receptor del Factor 
de Crecimiento de la Insulina) y mTOR como en tumores de cabeza y cuello (297) o 
tumores adrenocorticales (298). En líneas celulares de cáncer de próstata también se 
observó que la familia miR-99 actúa directamente contra mTOR (299).  
6.6.8 MicroARN-572 ** miR-572 
Localización: 4p15.33 
Secuencia: Cromosoma: 4; NC_000004.11 (11370451..11370545) 
 





Figura 34. Esquema genómico del miR-572 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) 
 
 Datos en la literatura del miR-572 
 En un estudio en linfoma T periférico, la sobreexpresión de miR-572 implicaba 
peor pronóstico (300). Además, se ha relacionado como factor de supervivencia inde-
pendiente del TNM en cáncer nasofaríngeo (301).  
6.7 Razonamiento biológico del valor pronóstico del perfil de 8 
miARNs 
 En el año 2000, Douglas Hanahan publicó “Hallmarks of Cancer” (302). En este 
artículo se recogen las capacidades biológicas y los pasos necesarios que requieren los 
tumores para su desarrollo. Estos “hallmarks” o características son un principio para 
entender las bases de la complejidad tumoral. Estas capacidades incluyen la resistencia 
a la muerte celular, el mantenimiento de la señalización proliferativa, la angiogénesis, 
evasión a los supresores del crecimiento, la inmortalidad replicativa y la activación de la 
invasión y las metástasis. En el año 2011 publicó una actualización en la que además se 
incluye la reprogramación del mecanismo energético y la evasión al sistema inmune 
(303). Los autores añaden un nivel de complejidad que refleja la preparación celular 
para el desarrollo del microambiente tumoral.  
 Al describir el Perfil de 8 miARNs y el conocimiento que se tiene de cada uno de 
los miARNs integrantes del perfil, es interesante destacar que los datos publicados en la 




literatura reflejan que el conjunto de estos 8 miARNs están implicados en todos los 
“hallmarks” del cáncer (Tabla 10).  
  
Tabla 10. Relación entre la selección de Hallmarks y el perfil de miARNs 
“Hallmark” miR del Perfil de 8 miARNs 
Resistencia a la muerte celular miR-30e (261) 
miR-210 (281) 
miR-93(294) 
Replicación indefinida miR-21 (270) 
Mantenimiento del la señal de proliferación miR-210 (281) 
Angiogénesis miR-210 (289) 
miR-93 (294) 
Evasión a los supresores de crecimiento miR-30a (263)  
Activación de invasión y metástasis miR-30a (265) 
Reprogramación energética miR-210 (270) 
Evasión del sistema inmune miR-30e (261) 
 
 Todos los miARNs descritos en nuestro perfil han sido identificados en la pa-
togénesis tumoral. Existen algunos fundamentos como los descritos para disertar si el 
Perfil de 8 miARNs tiene una aplicación directa sobre nuestra muestra y sobre el cáncer 
de mama. Se puede asegurar que esta selección de miARNs tiene una base molecular 
plausible en el desarrollo tumoral y por ende sería lógico pensar que por estos meca-
nismos u otros similares, sus cambios y/o alteraciones justificasen su valor como factor 
pronóstico.  
 En realidad, esta tabla sólo describe que los conocimientos actuales sobre estos 
miARNs podrían justificar su aplicación sobre la muestra y qué además existe cierta 




evidencia sobre las implicaciones de cada uno de los miARNs en el desarrollo tumoral. 
Hay que ser reflexivos y prudentes en las conclusiones sobre nuevos factores pronósti-
cos. Se debe validar cada unos de los pasos para cerciorar los resultados y ser capaces 
de cuantificar el valor absoluto de un nuevo factor pronóstico. Obviamente el Perfil de 8 
miARNs añade una nueva variable cuantitativa y cualitativa que puede ayudar en la 
compresión de la biología molecular del cáncer de mama. No obstante, añade un nivel 
de complejidad en la interpretación y el conocimiento, en este caso específico del cáncer 
de mama con afectación axilar. El perfil ha demostrado en nuestra muestra tener un gran 
poder como factor pronóstico en pacientes con cáncer de mama y afectación axilar.  
 En la búsqueda de biomarcadores que ayuden al manejo del cáncer de mama, el 
ideal es un marcador que tenga potencial pronóstico y predictivo, de tal forma que indi-
que cual es el riesgo de una recaída y cuanto se disminuiría con la quimioterapia.  
 En la actualidad los nuevos test genéticos ya están incorporados a la clínica, 
fundamentalmente MammaPrint y Oncotype. Sin embargo estos test están todavía pen-
dientes de validación en estudios prospectivos y existen preguntas sin responder. Una de 
las fundamentales cuestiones críticas que se aplica a los genes de estos test se aplicaría 
también a un perfil de miARNs y es definir cuanta información real estamos añadiendo 
a los estándares de estratificación del riesgo. La siguiente cuestión es establecer cómo 
de homogéneas son las poblaciones estudiadas y que validez tendrá en diferentes mues-
tras con diferentes perfiles genéticos globales.  
 Un perfil de miARNs puede ayudar a comprender mejor la biología del tumor, 
comparte las ventajas de poder realizar el estudio en muestras parafinadas y probable-
mente en un futuro pueda combinarse con otros índices. Además, las secuencias peque-
ñas de ARN se conservan mejor lo que supone una ventaja en los perfiles de miARNs.  




 Los factores clásicos pronósticos difieren mucho de los perfiles pronósticos. Uno 
de los aspectos destacados es que se desconoce en gran medida el mecanismo por el que 
la expresión de un determinado gen está directamente relacionada con un resultado 
(304). El estudio de Mammaprint por ejemplo ha establecido la prueba de concepto en 
el que la expresión de un gen determinado en el tumor tiene valor pronóstico, pero los 
estudios de validación se han realizado sobre poblaciones mixtas, sin suficientes tama-
ños como para estratificar y guiar con certeza en la toma de decisiones. Todavía hay 
mucho que aprender acerca de la generalización de los predictores genéticos, aunque en 
principio la validación debe realizarse como sobre cualquier otro factor de predicción 
clínica en un análisis multivariante. La validación de los test genéticos se debe hacer 
frente a la población sobre las cuales las implicaciones en la toma de decisión de los 
distintos grupos de riesgo son claras. Otro punto importante es que se desconoce si los 
perfiles de expresión son más o menos estables en comparación con los biomarcadores 
tradicionales para ser generalizados más allá de las poblaciones en las que fueron des-
arrollados. La expresión génica puede reflejar características biológicas fundamentales, 
y por lo tanto relativamente estables dentro de los diferentes grupos étnicos. Sin embar-
go, los patrones de expresión de genes también se han asociado con mutaciones genéti-
cas específicas como por ejemplo BRCA1, lo que indica que mutaciones específicas de 
ADN o polimorfismos pueden afectar el resultado de una firma pronóstica. Esto refleja 
la dificultad de una adecuada validación en poblaciones con diferentes antecedentes 
genéticos.  
 Fan et al. (89), demostraron que se pueden conseguir herramientas que clasifican 
el riesgo de diferentes perfiles que tienen pocas o ninguna superposición de genes. No 
existe un estándar para los valores de expresión génica; otro de los problemas en común 
con cualquier test genético es que sabemos poco acerca de la estabilidad del valor pre-




dictivo de estos marcadores sobre poblaciones con diferentes perfiles genéticos. Desde 
un punto de vista teórico los resultados de expresión genética a partir de diferentes labo-
ratorios indican que la replicación de datos es altamente reproducible (218). Nuestro 
grupo tiene en marcha un proyecto en mujeres con tumores de mama localizado sin 
afectación axilar que completará la validación del perfil de 8 miARNs.  
   Otro de los potenciales problemas de los perfiles pronósticos en el futuro puede 
ser consecuencia de un exponencial aumento de la demanda. Esta ampliación puede 
representar un desafío para la reproducibilidad y la fiabilidad de las pruebas, además de 
un potencial uso inadecuado para grupos de pacientes no claramente catalogados.  
 MammaPrint fue el primer test genético basado en microarrays de expresión que 
fue aprobado para su aplicación clínica. El correcto almacenamiento de los datos en, la 
publicación de las bases para la recogida de datos de microarrays de una forma adecua-
da y su disponibilidad para futuros ensayos es imprescindible en el desarrollo de estas 
nuevas herramientas pronósticas.  
 El número de publicaciones relacionadas con test genéticos o herramientas pre-
dictoras y pronósticas está aumentando de forma exponencial. Podemos esperar nuevas 
herramientas así como la validación de las previas. Más genes o miARNs podrán ser 
añadidos. El futuro podría albergar modificaciones sobre las firmas actuales: subconjun-
tos de las firmas actuales podrían ser propuestas como alternativas a los factores clíni-
cos, o ser propuestas para diferentes grupos de pacientes y poblaciones (304) 
.  
 La incorporación de nuevos datos como el Perfil de 8 miARNs induce a pensar si 
en realidad estamos aportando datos complementarios a los datos genómicos conocidos 
o si lo que estamos analizando es información redundante. Uno de los puntos clave en la 
práctica de cada uno de los perfiles moleculares que existen o puedan existir es estable-




cer el valor real de estos nuevos modelos sobre los predictores clínicos estándar. Es ten-
tador pensar que el Perfil de 8 miARNs es un factor completamente independiente de los 
factores clásicos. Sin embargo lo más probable es que exista un cierto grado de solapa-
miento; estudios futuros ayudarán a definir el grado de complementariedad. Sin embar-
go, per se, este estudio es una muestra de que las pruebas de expresión molecular madu-
ran y proliferan, luego una de las necesidades inmediatas será una comparación con 
otros modelos, y estudiar su valor combinado.  
  7 Conclusiones 
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7 Conclusiones finales 
 
1. Se describe un Perfil de 8 miARNs con valor pronóstico que proporciona una es-
timación de la supervivencia libre de enfermedad y es capaz de clasificar a las 
pacientes con cáncer de mama y afectación axilar en dos grupos de diferente va-
lor pronóstico.  
2. El Perfil de 8 miARNs añade información pronóstica sobre los factores pronósti-
cos clásicos. 
3. El Perfil de 8 miARNs es aplicable a los diferentes fenotipos del cáncer de ma-
ma.  
4. El Perfil de 8 miARNs está formado por miARNs previamente relacionados en la 
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9   Resumen – Summary  
 
     MicroRNA expression as a prognostic factor in early node- positive breast cancer 
Introduction 
Breast cancer represents a heterogeneous group of tumors. These various types of breast 
cancer are defined on the basis of their different histology, clinical evolution and different ge-
nomic profile. Molecular profiles have shown significant differences in terms of risk factors, 
prognosis, and response to treatments. Despite early diagnosis, better classification, and im-
proved management, up to 40% of node positive-early breast cancers treated with adjuvant 
chemotherapy will relapse and eventually die due to metastatic disease. Over the years, adjuvant 
treatment (defined as chemotherapy, hormonotherapy, and targeted therapy) has become com-
monly used. However, the duration of treatment, target population, and regimen have not yet 
been well established. With this in mind, a large subset of patients is at risk for overtreatment. 
More accurate strategies are needed to better identify molecular-based therapeutic targets, dis-
cover new drugs, and design clinical trials that will facilitate positive results to suitable targeted 
therapies. Although immunohistochemistry (IHC) remains the gold standard in the histological 
assessment of breast cancer, the cost and technology needed for gene expression profiling, hope-
fully, will become feasible as a routine in the practice. 
 Clinically, breast cancer is classified into three basic therapeutic groups. The estrogen 
receptor (ER) positive is the largest and most heterogeneous subgroup. Different molecular tests 
have already been developed to predict outcome and response to endocrine therapy in this sub-
group. The HER2 subgroup (HER2-amplified) has a wide and effective set of drugs targeting of 
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HER2, which has led to an exceptional success increasing overall survival. Triple-negative breast 
cancers (lack expression of ER, progesterone receptor and HER2), are characterized for being 
diagnosed more frequently in younger and premenopausal women. This subgroup is in nature 
more aggressive, the only available treatment is chemotherapy and although they may respond 
better than other types of breast cancer, prognosis remains rather poor. One of the main objec-
tives of the personalized medicine is to accurately predict the prognosis at the time of diagnosis 
in order to optimize management of each subtype of tumor and ideally for each patient. The de-
velopment of molecular profiling technologies to assess genomic alterations has provided an 
excellent opportunity to tailor patient management. Indeed, validated molecular tests such as 
Mamaprint® or Oncotype® are already driven management choice making. 
MicroRNAs (miRNAs) are non-coding molecules of ~20–25 nucleotides. They play a 
major role in regulatory pathways and biological processes by affecting the translation of multi-
ple mRNA types. miRNAs are emerging as tissue-specific biomarkers with the potential for clin-
ical application—they can be used to assess prognosis and response to treatments in several types 
of cancers.  
We previously determined the expression of miRNA by focusing on differences between 
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) and fresh frozen (FF) tissue. In our study, we have 
correlated the expression profiles of miRNA expression and generated an 8-miRNA prognostic 
signature that stratifies a cohort of patients with early breast cancer node positive in two sub-
groups (high risk and low risk of relapse). We have also correlated the 8-miRNA signature with 
prognosis and survival independent of the adjuvant treatment and the molecular subgroup.  
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Patients diagnosed at “University Hospital 12 de Octubre” from January 1995 to Decem-
ber 2000, and demonstrating breast carcinoma with lymph node metastases were eligible for this 
study. Patients without available tissue for histological and genetic study were excluded. A total 
of 2 cohorts were analyzed: a discovery cohort (n=19) with available FF and FFPE and a valida-
tion cohort (n=172, included the discovery cohort) with available FFPE. A total of 172 patients 
with complete tumor resection, regardless the adjuvant treatment and with enough tissue pre-
served were included in this study. Pathologists at our institution reviewed the tumor resection 
specimens. This study was approved by the Institutional Review Board before data collection 
was initiated. 
miRNA Extraction and Expression 
Total RNA for miRNA profiling was extracted from FFPE tissue with at least 70% of 
tumor cells.  The method for extraction Recover All Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion). 
Reverse transcription was carried out by using input amounts 100 µg of total RNA from FFPE 
samples using the TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kits. The preamplified comple-
mentary DNAs were loaded onto 384-well format miRNA assays plates (TaqMan Array Human 
MicoRNA a Card, V2.0; ABI), and then qRT-PCR was performed on a Real-Time PCR System 
(ABI PRISM 7900HT). Average cycling threshold (Ct) values, were obtained using SDS 2.2 
software (Applied Biosystems). The maximum Ct value was set at 40. Ct values were normalized 
using four reference housekeeping genes. The relative expression level of each target gene was 
calculated. A supervised analysis was done in order to identify miR that could predict relapse. 
miRNA profiling data analysis 
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The raw data were uploaded into BRB-ArrayTools version 3.6.1 for analysis. Briefly, we 
performed global median normalization for the entire data set from FFPE cases prior to any fur-
ther analysis base on Normean previously developed by the group . 
To select miRNAs for analysis, we used 3 approaches: (a) miRNAs with expression in 
the discovery cohort for at least 7 of 19 cases were selected (b) miRNAs with poor correlation in 
miRNA expression levels between FF and FFPE samples were discarded (c) miRNAs demon-
strating minimal variation across the arrays from analysis were excluded, including only 
miRNAs whose expression differed by at least a 7% in a coefficient of variation. 
Methodology used to find a reduced profile 
We computed a statistical significance level for each miRNA based on a univariate pro-
portional hazards model with the aim of identifying significant miRNAs. The selected genes 
were used to develop a miRNA expression-based prediction model of recurrence risk using the 
supervised principal component. We assessed cutoff points, and left 60% of patients in the low 
risk group. To test the statistical significance of the cutoff point, the p-value of the log-rank test 
statistic for the risk groups was evaluated using 1000 random permutations. Analyses were per-
formed in BRB-ArrayTools v3.6.1  
Survival analysis 
Disease-free survival (event was defined as relapsed after the date of surgery) and overall 
survival (event was defined as death from any cause) were estimated by using the Kaplan-Meier 
method, and differences were assessed by using the log-rank test. 
Results  
Patients 
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A total of 172 patients were included. Table 1 displays the clinical features of and thera-
pies received. The median age was 53 years and the median follow-up was 105 months. Seventy 
one patients (47%) had a distant relapse. Moreover, from those 71 patients, 41 died and 1 had 
incomplete follow-up after the relapse. Among 81 patients who did not have a distant relapse, 1 
had a local/regional recurrence that was successfully treated with surgery and adjuvant 
hormonotherapy. Only 19 out 116 relapses were histologically confirmed.  
miRNA profiling data analysis 
To make our analysis more robust, we selected 245 miRNAs that were expressed in at 
least 7 out 19 of the samples among the 663 human miRNAs analyzed in the training set. One-
hundred sixty one out of 245 miRNAs exhibited highly correlated expression levels in FF and 
FFPE samples. Ninety-one miRNAs had a variation coefficient higher than 7 and were selected 
to be applied in the 172 samples. Patients were divided into two groups based on median expres-
sion levels of each miRNA. An 8-miRNAs model was selected as it demonstrated the best per-
formance.  
The 8 miRNA signature was associated with longer disease-free survival.  BRB 
ArrayTools was used to define a cutoff point for risk stratification. We assessed cut-off 60% of 
patients in the low risk group. The P-value of the log-rank test, used to calculate recurrence risk 
between risk groups based on 1000 permutations, was 0.018. Relapse free survival (RFS) at five 
years was 69.6 for patients in the high-risk group and not reached for patients in the low-risk 
group (HR: 3,75 CI 95%: 2,27-6,19; p<0,0001). Overall survival at five years was 98% for the 
low-risk group and 72% for the high-risk group (HR:4,51 CI 95%: 2,6-8,61 p<0,0001). 
Univariate analysis evaluating the effects of pathological factors on RFS and OS were per-
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formed. A sub-analysis was performed to evaluate the functionality of the 8-miRNA signature 
based on the molecular subgroups. The 8 miRNA signature was able to stratify luminal A, lu-
minal B and triple negative subgroups based on histological phenotype. 
The multivariate Cox proportional hazards analysis included the 8-miRNA score, tumor 
size, nodal status, and tumor grade. The 8-gene Score was able to predict RFS, indicating that 
this gene expression profile added important prognostic information added to clinical factors. 
Lymph node status remained the only clinical factor with significant independent predictive val-
ue. 
To validate the prognostic role of the 8-miRNA signature in a different cohort, we ap-
plied the same profile in a testing cohort from an open free online database, GEO database (ac-
cess number GSE37405).  The 8-miRNA signature identified significant differences in RFS in a 
cohort of 152 postmenopausal breast cancer patients, ER+treated with tamoxifen. Even with the 
limitations of the external database validation, the performance of the 8-miRNA signature was 
successful.  
Discussion  
In this report, we determined that the expression levels of miRNAs analyzed in paraffin-
embeded tissue can improve the prognostic classification of patients with early breast cancer and 
nodal involvement. Our data suggests that miRNAs may help to assess the prognosis and in our 
cohort specifically these 8 miRNAs had the better performance.  
Certainly, the nature and biological significance of these 8 miRNAs have already been 
associated with every single “hallmark of cancer”. The oncomiRs miR-21, miR-93, miR-99b, 
miR-572, miR-210 have been associated with cell growth, replication, angiogenesis, migration, 
and invasion in different tumor types.  On the other hand, the role of miR-30e, miR-30a and miR 
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150 has been associated with immune response, cell growth and survival. In short, clinical data 





This data suggests that miRNA signatures from primary tumors may have a prognostic 
role in early breast cancer with lymph positive-nodes. An 8-miRNA signature model has been 
discovered as prognostic factor, measuring the risk of recurrence and death of disease.  
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Análisis de un perfil de MicroRNAs como Factor Pronóstico en 
Cáncer de Mama con Afectación Axilar 
Introducción 
El cáncer de mama representa un grupo heterogéneo de tumores. Estos diversos 
tipos de cáncer de mama se definen en base a su histología, evolución clínica y diferente 
perfil genómico. Los perfiles moleculares han demostrado diferencias significativas en 
términos de factores de riesgo, pronóstico y respuesta a los tratamientos. A pesar de un 
diagnóstico precoz, una mejor clasificación, y la mejora del manejo, hasta los 40% de 
los tumores de mama con afectación axilar tratadas con el mejor tratamiento adyuvante 
recaen, y posteriormente mueren debido a la enfermedad metastásica. Con los años, el 
tratamiento adyuvante (incluyendo quimioterapia, hormonoterapia y terapia dirigida) se 
usa muy frecuentemente. Sin embargo, la duración del tratamiento, población diana, y el 
régimen individual aún no han sido bien establecidos. Por lo tanto, existe un gran grupo 
de pacientes en riesgo de sobretratamiento. Se necesitan estrategias más precisas para 
determinar mejores dianas terapéuticas, descubrir nuevos fármacos y diseñar ensayos 
clínicos que faciliten el éxito de las nuevas terapias dirigidas. Aunque las inmunohisto-
química (IHC) sigue siendo el estándar en la evaluación histológica de cáncer de mama, 
el menor coste y la disponibilidad de la tecnología necesaria para realizar perfiles de 
expresión génica, probablemente conviertan a las firmas genéticas en un modelo viable 
en la práctica clínica en un futuro cercano. 
 Clínicamente, el cáncer de mama se clasifica en tres grupos terapéuticos bási-
cos. El subgrupo con el receptor de estrógeno positivo (RE), es el mayor y más hete-
rogéneo. En este subgrupo se han desarrollado diferentes test moleculares para predecir 
el resultado y la respuesta a la terapia endocrina. El subgrupo HER2 (HER2-
amplificado) tiene varios fármacos que se dirigen contra HER2, y como consecuencia se 
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ha producido un excepcional aumento de la supervivencia global. Los cánceres de ma-
ma triple negativo (falta de expresión del RE, receptor de progesterona y HER2), se 
caracterizan por diagnosticarse con mayor frecuencia en las mujeres jóvenes y preme-
nopáusicas. Este subgrupo es el de naturaleza más agresiva; el único tratamiento dispo-
nible es la quimioterapia y a pesar de que pueden responder mejor que otros subgrupos, 
el pronóstico sigue siendo bastante adverso. Uno de los principales objetivos de la me-
dicina personalizada es predecir con precisión el pronóstico en el momento del dia-
gnóstico de con el fin de optimizar el manejo de cada subtipo de tumor e, idealmente, 
para cada paciente. El desarrollo de la tecnología para evaluar alteraciones genómicas y 
mejorar la clasificación molecular ha proporcionado una excelente oportunidad para 
adaptar el manejo del paciente. De hecho, diversos test moleculares validados como 
Mamaprint® y Oncotype® ya están siendo utilizados en la práctica clínica. 
Los microARNs (miRNAs) son moléculas no codificantes del ~20-25 nucleóti-
dos. Desempeñan un papel importante en las vías de regulación y los procesos biológi-
cos que afectan a la traducción de múltiples tipos de ARN mensajero. Los miRNAs 
están surgiendo como biomarcadores específicos de tejido con potencial para ser aplica-
dos en la clínica y que pueden ser utilizados para evaluar el pronóstico y la respuesta a 
los tratamientos en varios tipos de cánceres. 
En nuestro estudio, hemos correlacionado los perfiles de expresión de los 
miARN con supervivencia generando una firma pronóstica. La firma incluye 8 miRNA 
que estratifican en dos subgrupos (de alto riesgo y de bajo riesgo) una cohorte de pa-
cientes con cáncer de mama con afectación axilar. El perfil de 8 miRNA también se ha 
correlacionado con el pronóstico y la supervivencia independientemente del tratamiento 
adyuvante recibido y el subgrupo molecular. 
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Se revisaron los casos de carcinoma de mama infiltrante con afectación ganglio-
nar axilar al diagnóstico, en el Hospital Universitario 12 de Octubre entre el 1 de Enero 
de 1995 y el 31 de Diciembre de 2000. Se excluyeron los pacientes sin tejido disponible 
para el estudio histológico y molecular. Se analizaron 2 cohortes: una cohorte de explo-
ración (n = 19) con FF y FFPE disponible, y una cohorte de validación (n = 172, inclui-
da la cohorte exploración) con FFPE disponible. Un total de 172 pacientes con resec-
ción completa del tumor, sin tener en cuenta el tratamiento adyuvante y con suficiente 
tejido preservado se incluyeron en este estudio. Patólogos especializados en nuestro 
centro revisaron los especímenes tumorales. Este estudio fue aprobado por el Comité 
Ético de nuestro centro antes de iniciar la recogida de datos. 
Extracción y Expresión de miARN  
El ARN total para los perfiles de miARNs se extrajeron a partir de zonas de 
FFPE con al menos un 70% de células tumorales. El ARN total se aisló de las muestras 
tumorales empleando el RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion). Se sin-
tetizó ADN complementario  (ADNc) mediante retrotranscripción de ARN total aislada 
de las muestras empleando  el “TaqMan® MicroARN Reverse Transcription Kits” Ap-
plied Biosystems. El ADNc se introdujo en placas con 384 pocillos (Array TaqMan 
MicoRNA humano), y luego se realizó la RT-qPCR a tiempo real con el modelo ABI 
PRISM 7900HT. Los valores medios del  umbral de ciclo (Cq), se obtuvieron utilizando 
el programa SDS 2,4 (Applied Biosystems). El valor máximo  de Cq se fijó en 40. Los 
valores de Cq se normalizaron usando cuatro genes de referencia. El nivel de expresión 
relativa de cada gen fue calculado a partir de los genes de referencia. Se realizó un aná-
lisis supervisado con el fin de identificar qué miARNs podían predecir la recaída. 
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Generación de un perfil de miARN  
Se calcularon los factores de normalización mediante la inclusión por pasos de 
genes de referencia y calculando la media geométrica de sus niveles de expresión. 
Para la selección miRNAs incluidos en el análisis se realizaron 3 pasos: (a) Se 
seleccionaron los miARNs con expresión medible en al menos  7 de las 19 muestras en 
la cohorte de exploración; (b) los miRNAs con baja correlación en los niveles de expre-
sión entre muestras FF y FFPE fueron descartados; c) se seleccionaron los miRNAs  
con al menos una variación de 7% en la cohorte de exploración.   
 Metodología utilizada para encontrar un perfil reducido 
Con la selección final de miARNs  se generó un nivel de significación estadísti-
ca para cada miARN basándose en un modelo de riesgo proporcional univariante. Los 
genes seleccionados se utilizaron para desarrollar un modelo de predicción basada en la 
expresión de miRNA y el riesgo de recurrencia utilizando un análisis supervisado. Para 
probar la significación estadística en el punto de corte, el valor p  de log-rank para los 
grupos de riesgo se evaluó con 1000 permutaciones aleatorias. Los análisis se realizaron 
en BRB-ArrayTools v3.6.2 
El análisis de supervivencia 
Supervivencia libre de enfermedad (se definió como recaída después de la fecha 
de la cirugía) y la supervivencia global (se definió como muerte por cualquier causa) se 
estimaron utilizando el método de Kaplan-Meier, y las diferencias se evaluaron median-
te la prueba de log-rank. 
Resultados 
Pacientes 
Se incluyeron un total de 172 pacientes. La mediana de edad fue de 53 años y la 
mediana de seguimiento fue de 105 meses. Setenta y un pacientes (47%) tuvieron una 
recaída a distancia. De esos 71 pacientes, 41 murieron y se perdió el seguimiento de uno 
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de los pacientes después de la recaída. Entre 81 pacientes que no tuvieron una recaída 
distante, una paciente tuvo una recaída loco-regional que fue tratada con cirugía y hor-
monoterapia adyuvante. Sólo 19, de un total 116 recaídas fueron confirmadas histológi-
camente. 
Generación de un perfil de miARN  
Para hacer el análisis más robusto, de los los 663 miRNAs humanos analizados, 
se seleccionaron 245 miRNAs que se expresaban en al menos 7 de las 19 muestras de la 
cohorte de exploración. 171 de 245 miRNAs mostraron niveles de expresión altamente 
correlacionados en muestras de FF y FFPE. Finalmente, 91 miRNAs tenían un coefi-
ciente de variación superior a 7% y fueron seleccionados para ser aplicado en las 172 
muestras. Los pacientes se dividieron en dos grupos basados en la mediana de los nive-
les de expresión de cada miRNA. Un modelo de 8 miRNAs fue seleccionado porque 
demostró el mejor rendimiento. 
El perfil de 8 miRNA se asoció con la supervivencia libre de enfermedad. BRB 
ArrayTools se utilizó para definir un punto de corte para la estratificación del riesgo. Se 
evaluó el corte 60% de los pacientes en el grupo de bajo riesgo. El valor P de la prueba 
de log-rank, utilizado para calcular el riesgo de recurrencia entre los grupos de riesgo 
sobre la base de 1000 permutaciones, fue de 0.018. La supervivencia libre de enferme-
dad (SLE) a cinco años fue 69,6 para los pacientes en el grupo de alto riesgo y no se 
alcanzo para los pacientes en el grupo de bajo riesgo (HR: 3,75 IC del 95%: 2,27-6,19; 
p <0,0001). La supervivencia global (SG) a los cinco años fue del 98% para el grupo de 
bajo riesgo y 72% para el grupo de alto riesgo (HR: 4,51 IC del 95%: 2,6-8,61 p 
<0,0001). Se realizó un análisis univariante para la evaluación de los efectos de los fac-
tores patológicos en SLE y SG. Se realizó un subanálisis para evaluar la funcionalidad 
del perfil de 8 miARN basado en los subgrupos moleculares. El perfil de 8 miARN fue 
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capaz de estratificar luminal A, luminal B y subgrupos triple negativo basados en feno-
tipo histológico. 
El modelo de los riesgos proporcionales (regresión de Cox) incluyó el perfil de 8 
miARNs, el tamaño, estado ganglionar, y el grado tumoral.  El perfil de 8 miARNs fue 
capaz de predecir SLE, indicando que este perfil de expresión génica añade información 
pronóstica a los factores clínicos. La afectación axilar siguió siendo el único factor 
clínico con significativo valor predictivo independiente. 
Para validar el papel pronóstico de la firma de 8 miARNs en una cohorte dife-
rente, se aplicó el mismo perfil en una cohorte obtenida de una base de datos pública: 
GEO (número de acceso GSE37405). El perfil de 8 miARNs identificó diferencias sig-
nificativas en SLE en una cohorte de 152 pacientes de cáncer de mama posmenopáusi-
cas, RE + tratadas con tamoxifeno. Incluso con las limitaciones de una meta- valida-
ción, el resultado del perfil de 8 miARN fue positivo. 
Discusión 
En este estudio, determinamos que los niveles de expresión de miRNAs medidos 
en FFPE puede mejorar la clasificación pronóstica de los pacientes con cáncer de mama 
y afectación axilar. Nuestros datos sugieren que los miRNAs pueden ayudar a evaluar el 
pronóstico, y específicamente en nuestra cohorte estos 8 miRNAs proporcionaban in-
formación pronóstica adicional.  
En realidad, estos 8 miRNAs han sido ya relacionados con cada unos de los 
“hallmarks” del cáncer. Los oncomiRs miR-21, miR-93, miR-99b, miR-572, miR-210 
se han asociado con el crecimiento celular, la replicación, la angiogénesis, la migración 
y la invasión en diferentes tipos de tumores. Por otro lado, el papel de miR-30e, miR-
150 y miR 30a ha sido asociado con la respuesta inmunitaria, el crecimiento celular y la 
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supervivencia. En resumen, tanto los datos clínicos sobre los 8 miRNAs como el rendi-
miento del modelo apoyan la validez del factor pronóstico.   
Conclusión 
Estos datos sugieren que los perfiles de miARNs a partir de tumores primarios 
pueden tener un papel pronóstico en el cáncer de mama con afectación axilar. Se descri-
be un perfil de 8 miRNAs como factor pronóstico aplicado al riesgo de recurrencia y de 
muerte específica.  
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ANEXOS 
Anexo 1. Estadificación del cáncer de mama.  
American Joint Committee on Cancer (AJCC). TNM Staging System For Breast Cancer. 
(Versión 3.2012)(217). 
 
Tumor primario (T) 
TX No se puede evaluar el tumor primario. 
T0 No existe prueba de tumor primario. 
Tis Carcinoma in situ. 
Tis(DIS)) CDIS. 
Tis (CLIS) CLIS. 
Tis (Paget) Enfermedad de Paget del pezón que NO está relacionada 
con el carcinoma invasor o carcinoma in situ (CDIS o 
CLIS) en el parénquima mamario subyacente. Los carci-
nomas del parénquima mamario relacionados con la en-
fermedad de Paget se clasifican sobre la base del tamaño y 
las características de la enfermedad parenquimal, aunque la 
presencia de la enfermedad de Paget aún se debería seña-
lar. 
T1 El tumor mide ≤20 mm en su mayor dimensión. 
T1mi El tumor mide ≤1 mm en su mayor dimensión. 
 
T1a El tumor mide >1 mm pero ≤5 mm en su mayor dimen-
sión. 
T1b El tumor mide >5 mm pero ≤10 mm en su mayor dimen-
sión. 
T1c El tumor mide >10 mm pero ≤20 mm en su mayor dimen-
sión. 
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T2 El tumor mide >20 mm pero ≤50 mm en su mayor dimen-
sión. 
T3 El tumor mide >50 mm en su mayor dimensión. 
T4 El tumor mide cualquier tamaño con extensión directa a la 
pared pectoral o a la piel (ulceración o nódulos cutáneos). 
La invasión de la dermis no equivale a T4. 
T4a Extensión a la pared torácica que no solo incluye adheren-
cia o invasión a los músculos pectorales. 
T4b Ulceración o nódulos satélites ipsilaterales o edema (inclu-
yendo la piel de naranja) la cual no satisface el criterio de 
carcinoma inflamatorio. 
T4c Ambos, T4a y T4b. 
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Estadificación ganglionar (pN) Patológico 
 
pNX No se pueden evaluar los ganglios linfáticos regionales (p.ej., 
extirpación previa o no se extirpó para un estudio patológi-
co). 
pN0 No se identificó metástasis en ganglios linfáticos regionales 
por medios histológicos. 
Nota: los ITC se definen como pequeños grumos de células ≤0.2 mm, o 
células de un solo tumor o una aglomeración de <200 células en una sección 
histológica cruzada única. Las ITC podrían localizarse mediante una histo-
logía rutinaria o mediante métodos IHC. Los nódulos que solo contienen 
ITC se excluyen del recuento total de nódulos positivos para el proceso de 
clasificación N, pero se deben incluir en el número total de nódulos evalua-
dos. 
pN0(i–) Histológicamente, no hay metástasis regional a ganglio linfá-
tico regional, IHC negativo. 
pN0(i+) Células malignas en ganglio(s) linfático(s) regionale(s) ≤0.2 
mm (detectado mediante H&E o IHC, incluyendo la ITC). 
pN0(mol–) Histológicamente no hay metástasis a ganglio linfático re-
gional, hallazgos moleculares negativo (RT-PCR). 
pN0(mol+) Hallazgos moleculares positivos (RT-PCR), pero no se loca-
lizó metástasis a ganglio linfático regional alguno mediante 
histología o IHC. 
pN1 Micrometástasis. 
O 
Metástasis en 1–3 ganglios linfáticos axilares. 
O 
Metástasis en ganglios mamarios internos con detección de 
metástasis localizada mediante biopsia de ganglio linfático 
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centinela pero sin detección clínica. 
pN1mi Micrometástasis (>0,2 mm o >200 células pero ninguna >2,0 
mm). 
pN1a Metástasis en 1–3 ganglios linfáticos axilares, al menos una 
metástasis >2,0 mm. 
pN1b Metástasis en ganglios mamarios internos con micrometásta-
sis o macrometástasis detectada mediante biopsia de ganglio 
linfático centinela pero sin detección clínica. 
pN1c Metástasis en 1–3 ganglios linfáticos axilares y ganglios 
linfáticos mamarios internos con micrometástasis o macro-
metástasis localizado mediante biopsia de ganglio linfático 
pero sin detección clínica. 
pN2 Metástasis in 4–9 ganglios linfáticos axilares. 
O 
Metástasis en ganglios linfáticos mamarios internos detecta-
das clínicamente en ausencia de metástasis a ganglio linfático 
axilar. 
pN2a Metástasis en 4–9 ganglios linfáticos axilares (al menos un 
depósito tumoral >2 mm). 
pN2b Metástasis en ganglios linfáticos mamarios internos detecta-
dos clínicamente en ausencia de metástasis a ganglio linfáti-
co axilar. 
pN3 Metástasis en ≥10 ganglios linfáticos a ilares. 
O 
Metástasis en ganglios linfáticos infraclaviculares (grado III 
axilar). 
O 
Metástasis en ganglios linfáticos mamarios internos ipsilate-
  Anexos 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- -- 
  176 
 
rales detectados clínicamente en presencia de ≥1 ganglios 
linfáticos axilares positivos de grado I o II. 
O 
Metástasis en >3 ganglios linfáticos axilares y ganglios linfá-
ticos internos mamarios con micrometástasis o macrometás-
tasis localizada mediante biopsia de ganglio linfático centine-
la pero sin detección clínica. 
O 
Metástasis en ganglios linfáticos ipsilaterales supraclavicula-
res. 
pN3a Metástasis en ≥10 ganglios linfáticos a ilares (por lo menos 
un depósito tumoral >2,0 mm). 
O 
Metástasis a los ganglios infraclaviculares (ganglio axilar de 
grado III). 
pN3b Metástasis en >3 ganglios linfáticos axilares y ganglios ma-
marios internos detectados clínicamente en presencia de 
metástasis a ganglio linfático a ilar de ≥1 ganglio linfático 
axilar positivo; 
O 
Metástasis en >3 ganglios linfáticos axilares y ganglios linfá-
ticos internos mamarios con micrometástasis o macrometás-
tasis localizada mediante biopsia de ganglio linfático centine-
la pero sin detección clínica. 
pN3c Metástasis en ganglios linfáticos ipsilaterales supraclavicula-
res. 
Postratamiento ypN 
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–Postratamiento yp "N" se deberían evaluar como métodos clínicos (pretra-
tamiento) "N" arriba. El modificador "sn" solo se usa si una evaluación de 
un ganglio linfático fue llevada a cabo luego del tratamiento. Se asume que 
la evaluación del ganglio axilar fue mediante DGA. 
–Se usará la clasificación X (ypNX) si no se llevó a cabo el pos-tratamiento 
yp SN o DGA. 
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Estadio T N M 
0 Tis N0 M0 
IA T1 N0 M0 
IB T0 N1mi M0 
 T1 N1mi M0 
IIA T0 N1 M0 
 T1 N1 M0 
 T2 N0 M0 
IIB T2 N1 M0 
 T3 N0 M0 
IIIA T0 N2 M0 
 T1 N2 M0 
 T2 N2 M0 
 T3 N1 M0 
 T3 N2 M0 
IIIB T4 N0 M0 
 T4 N1 M0 
 T4 N2 M0 
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Anexo 3. ECOG Performance Status 
 
ECOG PERFORMANCE STATUS 
Grado         ECOG 
0 Completamente activo, capaz de realizar toda actividad previa a la enfermedad 
sin restricciones. 
1 Restringido en la actividad física enérgica, pero está en régimen ambulatorio y 
es capaz de realizar el trabajo de naturaleza ligera o sedentaria (como trabajo 
de la casa ligero, o trabajo de oficina) 
2 En régimen ambulatorio y capaz de cuidar de sí mismo, pero incapaz de reali-
zar ninguna actividad de trabajo. Tiene que quedarse encamado durante < 50% 
de las horas de vigilia. 
3 Capacidad limitada de cuidar de sí mismo, confinado a la cama o una silla du-
rante más del 50% de las horas de vigilia. 
4 Totalmente incapaz. No puede cuidar de sí mismo. Totalmente confinado a la 
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Anexo 4. Kit de aislamiento RecoverAll ™ 
El kit de aislamiento de ácidos nucleicos RecoverAll ™ para FFPE está preparado para 
la extracción de todo el ácido nucleico de tejidos embebidos en parafina (FFPE) y fija-
dos en formol. Tiene las siguientes características:  
- Está optimizado para el aislamiento de ácidos nucleicos, incluyendo los micro-
ARNs, a partir de tejido FFPE.  
- No precisa digestión con proteinasa K durante la noche, se desparafina por la 
mañana y se realiza la qRT-PCR por la tarde.  
- Los rendimientos típicos son> 50% para el tejido no fijado.  
- Los ácidos nucleicos recuperados son adecuados para tiempo real RT-PCR, 
PCR, detección de mutaciones, y los análisis de microarrays.  
Extracción de ácidos nucleicos a partir de muestras difíciles 
 Las muestras almacenadas de tejidos contienen valiosa información acerca del 
cáncer, pero tradicionalmente ha sido difícil aislar ácidos nucleicos a partir de ellos con 
la calidad suficiente para un buen análisis molecular. Las técnicas de conservación 
estándar utilizan formalina que mantiene la estructura del tejido y evita putrefacción, 
pero también atrapa ácidos nucleicos y los modifica a través de interacciones proteína-
proteína y proteína-ácido nucleico. El ARN (y en cierta medida ADN) se encuentra fre-
cuentemente tan fragmentado y modificado químicamente que es incompatible con mu-
chas técnicas de análisis molecular. La fragmentación del ARN en los tejidos FFPE no 
se puede revertir, sin embargo, las condiciones de digestión de la proteasa del kit Reco-
verAll ™ están diseñadas para liberar una cantidad máxima de fragmentos de ARN 
atrapados de todos los tamaños, incluyendo micro ARN, en un período relativamente 
corto de tiempo. 
La solución del Kit de aislamiento RecoverAll ™ total 
 El procedimiento del Kit de aislamiento RecoverAll ™ total requiere unos 45 
minutos de trabajo en el laboratorio y generalmente se puede completar en general me-
nos de 1 día para el ARN. Las muestras FFPE se desparafinan utilizando una serie de 
lavados xileno y etanol. A continuación, se les somete a una extensa digestión con pro-
teasa y precisan de un tiempo de incubación adaptado dependiendo si es para la recupe-
ración de ARN o ADN. Después, los ácidos nucleicos se purifican utilizando un método 
de vidrio-filtro rápido, y se diluyen en agua o tampón bajo en sal. 
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Anexo 5. Características del Set TaqMan® Human MicroARN Assay  
Características 
- Sensibilidad: TaqMan® MicroARN Assays puede detector desde 10 co-
pias del transcrito en una muestra.  
- Especificidad: Cuantifica sólo el miARN de interés; se dirige específica-
mente sólo a las formas biológicas significativamente más madura. Se ha 
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Anexo 6. Fundamentos del ensayo con 5’ Nucleasa. Sondas de degradación (princi-
pio TaqMan).  
 La reacción de PCR utiliza la actividad 5'nucleásica fluorogénica de la ADN 
AmpliTaq Gold® polimerasa para escindir una sonda TaqMan® durante la PCR. La 
sonda de degradación o TaqMan® es un oligonucleótido de 20-30 bases que contiene 
un colorante delator fluorescente en extremo 5´de la sonda y un colorante inhibidor en 
el extremo 3' de la sonda. Durante la reacción de la polimerasa, la escisión de la sonda 
por acción de la 5´nucleasa, separa el colorante delator y el colorante inhibidor, lo que 
produce un aumento de la fluorescencia del colorante delator a medida que aumenta la 
amplificación. La degradación sólo ocurre si existe hibridación con la diana. La acumu-
lación de los productos de la PCR es detectada directamente al monitorizar el incremen-
to de fluorescencia del colorante indicador.  
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Resumen del proceso en el termociclador. Las muestras se cargan en la una placa de 
reacción óptica. El termociclador ABI PRISM® contiene una mezcla maestra y las son-
das TaqMan® diana de ácidos nucleicos específicos. Durante el ciclado térmico, el ins-
trumento registra la emisión resultante de la escisión de sondas TaqMan® en la presen-
cia de la secuencia diana. Después existe un programa informático que recoge y procesa 
los datos de fluorescencia emitidos para producir un ciclo umbral (CT) para cada mues-
tra. Es entonces cuando el programa calcula una curva estándar a partir de los valores 
del CT de los estándares diluidos y extrapola las cantidades absolutas para las muestras 
desconocidas en base a su CT.  
 
Figura  SEQ Figure \* ARABIC 36 
